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(54)Tltie: MYCOBACTERIAL PROTEINS, MICHICKDRGANISMS PRODUCING SAME AND USES OF SAID PROTEINS IN 
VACCINES AND FOR DETECTING TUBERCULOSIS 

(54) litre: PROTEINES DE MYCOBACTERIES, MICROORGANISMES LES PRODUISANT ET LEURS UTILISATIONS VACCI* 
NALES CT POUR LA DETECTION DE LA TUBERCULOSE 

(57) Abstract 

A Mycobacterium tuberculosis protein with a molecular weight of 28,779 Da, and hybrid proteins containing at least some portions 
of the sequence diereof. Said proteins are paiticulariy useful in vaccines or for detecting tuberculosis-specific antibodies. 

(57)Abr^g^ 

Prot^ines de Mycobacterium tuberculosis prdsentant un poids moldculaire dc 28,779 Da, et prot^ines hybrides contenant au moins des 
parties de sa s^uence. Ccs protdir^ peuvent en particulier £tre utilis6es dans des vaccins ou pour la d6tection d'anticorps sp6:ifiques de 
la tubciculose. 
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Proteines de mycbbacteries, microorganismes les 
produisant et leurs utilisations vaccinales 
5 et pour la detection de la tuberculose 

La presente invention a pour objet des 
proteines de mycobacteries et. des microorganismes les 

I 

produisant. 

Elle est en outre relative a 1 'utilisation de 

10 ces proteines et microorganismes a des fins vaccinales 
ou pour la detection de la tuberculose. 

La tuberculose continue d'etre un probleme de 
sante publique dans le monde. Le nombre des deces 
annuels directement en rapport avec la tuberculose est 

15 d' environ 3 millions et le nombre des nouveaux cas de 
tuberculose est d' environ 15 millions. Cette mortalite 
due a la tuberculose est encore elevee pour les pays 
developpes; par exemple pour la France, 11 est de 
I'ordre de 1500 par an, chlffre certalnement sous- 

20 evalue d'un facteur 2 ou 3 si I'on consldere les 
evaluations de Roujeau sur les discordances entre les 
chlffres officiels et les resultats d' autopsies 
systematiques . La recente augmentation des cas de 
tuberculose, ou du moins 1* arret de la decroissance de 

25 la frequence de cette maladie, en correlation avec le 
developpement de I'epidemie de VIH/SIDA, est a prendre 
en compte. Au total, la tuberculose reste la premiere 
maladie Infectieuse par sa frequence pour la France et 
les pays developpes, mais surtout pour les pays en 

30 voie de developpement pour lesquels elle constitue la 
source principale de pertes humaines en rapport avec 
une seule maladie. 

Actuellement, le diagnostic de certitude 
apporte par la mise en evidence de bacilles 

35 cultlvables dans un prelevement provenant du malade 
n'est obtenu que pour moins de la moltie des cas de 
tuberculose. Meme dans les cas de tuberculose 
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pulmonalre qui represente 80 a 90% des atteints de 
tuberculcse et qui est la forme de la maladle pour 
laquelle la mise en evidence de bacilles est la plus 
facile, l*examen des expectorations n'est positif que 
5 dans moins de la moitie des cas. 

Le developpement des techniques les plus 
sensibles, telles que la PGR (Amplification en chaine 
par polymerisation) , se heurte toujours & la necessite 
d'obtenir un prelevement. Les femmes et les enfants ne 

10 crachant habituellement pas, les prelevements pour les 
formes de I'enfance necessitent souvent une 
intervention medicale relativement specialisee 
(biopsie ganglionnaire ou prelevement par ponction 
lombaire du liquide cephalo-rachidien par exemple) . 

15 Par ailleurs, des inhibitions de la rea!ction 

PGR elle-meme existent, de sorte qu'un pr61evement 
peut etre inexploitable par cette technique du fait de 
1 * impossibllite de contr51er leurs origines • 

Enfin, le diagnostic bacteriologique classique, 

20 examen microscopique - et culture, par sa limite de 
sensibilite (au mieux de I'ordre de 10^ a 10^ bacilles 
dans le prelevement) suppose qu'il y ait deja eu un 
developpement relativement important des bacilles et 
done de la maladie. 

25 La mise en evidence d'anticorps specifiques 

diriges centre Mycobacterium tuberculosis pourrait 
done apporter une aide pour le diagnostic des formes 
frequentes de la maladie pour lesquelles la mise en 
evidence des bacilles eux-memes est difficile ou 

30 impossible. 

Des generations success ives de chercheurs ont 
tente de mettre au point une technique de diagnostic 
serologique de la tuberculose. 

Pour une revue generale des etudes effectuees 

35 sur ce sujet, on se referera avantageusement a la 
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demande PCT WO-92/21758. 

Les techniques rapportees dans I'art anterleur 
sont majorltalrement basees sur I'lsolement 
prellmlnalre de protelnes par leurs caracteres 
5 blochimiques . Ce n'est qu'apres cet isolement que les 
auteurs testent la capacite de ces protelnes a 
detecter les Individus attelnts par la tuberculose. 

La demande PCT WO 92/21758 expose une methode 
pour selectionner sans amblguXte des antigenes 

10 representatif s de 1' infection tuberculeuse a I'aide de 
serums provenant de malades attelnts de tuberculose ou 
de cobayes Immunises par des bacllles vivants . Cette 
methode qui se demarque de la majorlte des 
experimentations decrites dans l*art anterieur, a 

15 permis 1' isolement de protelnes de M.bovis presentant 
des poids moleculalres comprls entre 44^5 et 47,5 kD. 

Les dix sept acides amines de I'extremite N- 
terminale d'une de ces protelnes ont ete determines et 
sont les suivants : 

20 ALA-PRO-GLU-PRO-ALA-PRO-PRO-VAL-PRO-PRO-ALA-ALA-ALA- 

I 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 

ALA-PRO-PRO- ALA 

14 15 16 17 

L' article de ROMAIN et al . (1993, Infection and 
25 Immunity, 61, 742-750) reprend en substance les 
resultats decrits dans cette demande Internationale, 

II decrit plus particulierement un test ELISA en 
competition utilisant un serum immun de lapln 
polyclonal obtenu par immunisation de lapins a 

30 l*encontre du complexe proteique 45-47 kD mentionne 
ci-dessus - 

Parallelement, une banque genomique de 
Mycobacterium tuberculosis a ete construlte par JACOBS 
et al. (1991, Methods Enzymol, 204, 537-557)- 
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Cette banque contient un grand nombre de clones 
dlf f erents • 

Une protelne d*une autre espece de 
mycobacterles, M. leprae a d* autre part et6 Identlfiee 
5 et sequencee par WIELES et al • (1994, Infection and 
Immunity, 62,252-258) • Cette protelne, appelee 43 L 
possede un polds moleculalre dedult de la sequence 
nucleotldlque d' environ 25,5 kDa. Son extremity N- 
terminale possede une homologle de 47% avec celle du 
10 complexe proteique de 45-47 kDa Identlfie chez 
Mycobacterium bovis BCG, et dont la sequence de 17 
acides amines est reproduite ci-dessus« 

II existe, comme 11 a ete indique ci-dessus, un 
interet majeur en medecine humaine, tant d'un point de 
15 vue therapeutique que diagnostique, a identifier avec 
precision les proteines produites par les 
Mycobacteries et en particulier par H* tuberculosis • 

En effet, le probleme pose et non resolu 
jusqu'a present reside dans I'obtention de vaccins 
20 contre un grand nombre de maladies « 

Un autre probleme reside dans la detection des 
maladies induites par les mycobacteries, telles que la 
tuberculose* 

Le demandeur s' est done attache a determiner la 
25 sequence d'une protelne de Mycobacterium tuberculosis, 
qui est suspectee de jouer un role important dans la 
reponse immunitaire . 

Le demandeur a mis en evidence que 1* ensemble 
des proteines correspondant au complexe 45-47 kD 
30 decrit precedemment est code par un seul et meme gene, 
et que la masse moleculalre calculee est differente de 
la masse moleculalre evaluee sur gel de 
polyacrylamide, du fait de la rlchesse en proline. 

La presente invention a done pour objet une 
35 protelne presentant au moins une partie d'une des 
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sequences SEQ ID N* 2 ou SEQ ID N* 3 Bulvant.es: 



SEQ ID N*2: 





Met 


His 


Gin 


Val 


Asp 


Pro 


Asn 


Leu 


Tnr 


Arg 


Arg 


Lys 


Gly 






Lieu 


Ala 


Ala 


T A** 

Leu 


Ala 


lie 


Kin 

Ala 


Aia 


riex. 


Ala 


C A V 

ser 


& 1 B 

Ala 


D 


O M M 

Ser 


Lieu 


Val 


Tnr 


Val 


Ala. 


val 


Pro 


fV 1 n 

Ala 


Tnr 


Axa 


Asn 


Ala 

Ala 




Asp 


Fro 


GlU 


Pro 


Ala 


Fro 


Fro 


vai 


Pro 


Thr 


Thr 


A 1 B 

Aia 


A 1 B 

Aia 






Fro 


Fro 


O n v> 

Ser 


Tnr 


Ala 


Ala 


Ala 


Pro 


Pro 


Axa 


Fro 


A 1 

Aia 




Thir_ 


_Prp 


Val 


Ala 


Fro 


Frp_ 


Pro 


Fro 


Ala 


Aia 


Ala 


Asn 


Tnr 




n A 
Piro 


Asn 


Ala 


Gin 


Pro 


Gly 


Asp 


Pro 


Asn 


Ala 


Ala 


Fro 


Fro 


10 


Pro 


Ala 


Asp 


Pro 


Asn 


Ala 


Pro 


Pro 


Pro 


Fro 


Val 


Lie 


Ala 




Pro 


Asn 


Ala 


Pro 


Gin 


Pro 


Val 


Arg 


He 


Asp 


Asn 


Pro 


Val 




Gly 


Gly 


Phe 


Ser 


Phe 


Ala 


Leu 


Pro 


Ala 


Gly 


Trp 


Val 


Glu 




Ser 


Asp 


Ala 


Ala 


His 


Fne 


Asp 


Tyr 


^1 mm 

Gly 


O A V* 

ser 


Ala 


Leu 


Leu 




Ser 


Lys 


Tnr 


Tnr 


Gly 


Asp 


Pro 


Pro 


Pne 


Fro 


Gly 


Gin 


Fro 


t c 
±D 


n MB M. 

Pro 


n M» A 

Pro 


Val 


Ala 


Asn 


Asp 


Tnr 


Arg 


Lie 


val 


Leu 


Gly 


Arg 




Leu 


Asp 


Gin 


Lys 


Leu 


Tyr 


Ala 


Ser 


Ala 


Glu 


Ala 


Tnr 


Asp 




Ser 


Lys 


Ala 


Ala 


Ala 


Arg 


Leu 


Gly 


Ser 


Asp 


Me't 


Gly 


Glu 




T> V* A 

Pne 


Tyr 


net: 


Pro 


Tyr 


Pro 


Gly 


Tnr 


Arg 


Lie 


Asn 


Gin 


GJLU 




Thr 


Val 


Ser 


Leu 


Asp 


Ala 


Asn 


Gly 


Val 


Ser 


Gly 


Ser 


Ala 


20 


Ser 


Tyr 


Tyr 


Glu 


Val 


Lys 


Phe 


Ser 


Asp 


Pro 


Ser 


Lys 


Pro 




Asn 


Gly 


Gin 


lie 


Trp 


Thr 


Gly 


Val 


He 


Gly 


Ser 


Pro 


Ala 




Ala 


Asn 


Ala 


Pro 


Asp 


Ala 


Gly 


Pro 


Pro 


Gin 


Arg 


Trp 


Phe 




Val 


Val 


Trp 


Leu 


Gly 


Thr 


Ala 


Asn 


Asn 


Pro 


Val 


Asp 


Lys 




Gly 


Ala 


Ala 


Lys 


Ala 


Leu 


Ala 


Glu 


Ser 


He 


Arg 


Pro 


Leu 


25 


Val 


Ala 


Pro 


Pro 


Pro 


Ala 


Pro 


Ala 


Pro 


Ala 


Pro 


Ala 


Glu 




Pro 


Ala 


Pro 


Ala 


Pro 


Ala 


Pro 


Ala 


Gly 


Glu 


Val 


Ala 


Pro 




Thr 


Pro 


Thr 


Thr 


Pro 


Thr 


Pro 


Gin 


Arg 


Thr 


Leu 


Pro 


Ala 


30 




SEQ ID N*3 : 




















Asp 


Pro 


Glu 


Pro 


Ala 


Pro 


Pro 


Val 


Pro 


Thr 


Thr 


Ala 


Ala 




Ser 


Pro 


Pro 


Ser 


Thr 


Ala 


Ala 


Ala 


Pro 


Pro 


Ala 


Pro 


Ala 




Thr 


Pro 


Val 


Ala 


Pro 


Pro 


Pro 


Pro 


Ala 


Ala 


Ala 


Asn 


Thr 


35 


Pro 


Asn 


Ala 


Gin 


Pro 


Gly 


Asp 


Pro 


Asn 


Ala 


Ala 


Pro 


Pro 




Pro 


Ala 


Asp 


Pro 


Asn 


Ala 


Pro 


Pro 


Pro 


Pro 


Val 


He 


Ala 
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Pro 


Asn 


Ala 


Pro 


Gin 


Pro 


Val 


Arg 


He 


Asp 


Asn 


Pro 


Val 


Gly 


Gly 


Phe 


Ser 


Phe 


Ala 


Leu 


Pro 


Ala 


Gly Trp 


Val 


Glu 


Ser 


Asp 


Ala 


Ala 


His 


Phe 


Asp 


Tyr 


Gly 


Ser 


Ala 


Leu 


Leu 


Ser 


I>ys 


Thr 


Thr 


Gly 


Asp 


Pro 


Pro 


Phe 


Pro 


Gly 


Gin 


Pro 


Pro 


Pro 


Val 


Ala 


Asn 


Asp 


Thr 


Arg 


He 


Val 


Leu 


Gly 


Arg 


Leu 


Asp 


Gin 


Lys 


Leu 


Tyr 


Ala 


Ser 


Ala 


Glu 


Ala 


Thr 


Asp 


Ser 


Lys 


Ala 


Ala 


Ala 


Arg 


Leu 


Gly 


Ser 


Asp 


Met 


Gly 


Glu 


Phe 


Tyr 


Met 


Pro 


Tyr 


Pro 


Gly 


Thr 


Arg 


He 


Asn 


Gin 


Glu 


Thr 


Val 


Ser 


Leu 


Asp 


Ala 


Asn 


Gly 


Val 


Ser 


Gly 


Ser 


Ala 


Ser 


Tyr 


Tyr 


Glu 


Val 


Lys 


Phe 


Ser 


Asp 


Pro 


Ser 


Lys 


Pro 


Asn 


Gly 


Gin 


He 


Trp 


Thr 


Gly 


Val 


lie 


Gly 


Ser 


Pro 


Ala 


Ala 


Asn 


Ala 


Pro 


Asp 


Ala 


Gly 


Pro 


Pro 


Gin 


Arg 


Trp 


Phe 


Val 


Val 


Trp 


Leu 


Gly 


Thr 


Ala 


Asn 


Asn 


Pro 


Val 


Asp 


Lys 


Gly 


Ala 


Ala 


Lys 


Ala 


Leu 


Ala 


Glu 


Ser 


He 


Arg 


Pro 


Leu 


Val 


Ala 


Pro 


Pro 


Pro 


Ala 


Pro 


Ala 


Pro 


Ala 


Pro 


Ala 


Glu 


Pro 


Ala 


Pro 


Ala 


Pro 


Ala 


Pro 


Ala 


Gly 


Glu 


Val 


Ala 


Pro 


Thr 


Pro 


Thr 


Thr 


Pro 


Thr 


Pro 


Gin 


Arg 


Thr 


Leu 


Pro 


Ala 



invention est en outre relative a des 
proteines hybrides presentant au moins une partie 
20 d*une des sequences SEQ ID N* 2 ou SEQ ID N* 3 et une 
sequence d*un peptide ou d*une proteine susceptible 
d'induire une reponse inununitaire chez I'homme ou chez 
1 • animal . 

Avantageusement, le determinant antigenique est 
25 tel qu'il est susceptible d'induire une reponse 
humorale et/ou cellulaire. 

Un tel determinant peut etre de diverses 
natures et notamment etre un fragment d*antigene 
proteique, avantageusement glycoproteique, utilise en 
30 vue d'obtenir des compositions immunogenes 
susceptibles d'induire la synthese d'anticorps dirigee 
contre des epitopes multiples. 

Ces molecules hybrides peuvent etre constituees 
en partie d'une molecule porteuse de sequences SEQ ID 
35 N*2 ou SEQ ID N'3 associee a une partie, en 
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particuller un eplt:ope de la toxlne diphterlque, la 
toxlne tetanlque, l*antigene HBS du virus HBV, 
l*antigene VPl du virus de la pollomyellte ou toute 
autre toxlne ou antigene viral. 
5 Les procedes de synthese de molecules hybrldes 

englobent les m^thodes utlllsees en genie genetique 
pour construlre des ADN hybrldes codant pour les 
sequences protelques ou peptldlgues recherch^es • 

La presente invention comprend aussi des 

10 proteines presentant des differences secondaires ou 
des variations limitees dans leurs sequences en acides 
amines ne les modifiant pas f onctionnellement par 
rapport aux proteines presentant les seq[uences S£Q ID 
N* 2 et SEQ ID ou aux proteines hybrldes 

15 comprenant au moins en partie ces seq[uences« 

On notera que la presente invention a revele 
une tres forte difference de poids moleculaire entre 
le poids calcule de la proteine repondant a la 
sequence SEQ ID N* 3 qui est de 28779 Da et celul du 

20 complexe, evalue par -gel SDS, qui est de I'ordre de 
45-47 kD. Cette difference est vraisemblablement due a 
la haute frequence (21,7%) de la proline dans la 
chaine polypeptidique * 

D*autres objets de 1' invention sont les 

25 oligonucleotides, ARN ou ADN, codant pour les 
proteines precedemment definies. Un tel 

oligonucleotide presente avantageusement au moins une 
partie de la sequence SEQ ID N*l sulvante : 
GT GCTCGGGCCC AACGGTGCGG GCAAGTCCAC CGCCCTGCAT 

30 GTTATCGCGG GGCTGCTTCG CCCCCGACGC GGGCTTGGTA CGTTTGGGGG 

ACCGGGTGTT GACCGACACC GAGGCCGGGG TGAATGTGGC GACCCACGAC 
CGTCGAGTCG GGCTGCTGTT GCAAGACCCG TTGTTGTTTC CACACCTGAG 
CGTGGCCAAA AACGTGGCCT TCGGACCACA ATGCCGTCGC GGGATGTTTG 
GGTCCGGGCG CGCGCTAGGA CAAGGGCGTC GGCACTGCGA TGGCTGCGCG 

35 AGGTGAACGC CGAGCAGTTC GCCGACCGTA AGCCTCGTCA GCTATCCGGG 
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GGCCAAGCCC AGCGCGTCGC CATC6CGCGA GCGTTGGCGG CCGAACCGGA 
TGTGTTGCTG CTCGACGAGC CGCTGACCGG ACTCGATGTG GCCGCGGCCG 
CGGGTATCCG TTCGGTGTTG CGTAGTGTCG TCGCGAGGAG CGGTTGCGCG 
GTAGTCCTGA CGACCCATGA CCTGCTGGAC GTGTTCACGC TGGCCGACCG 
5 GGTATTGGTG CTCGAGTCCG GCACGATCGC CGAGATCGGC CCGGTTGCCG 
ATGTGCTTAC CGCACCTCGC AGTCGTTTCG GAGCCCGTAT CGCCGGAGTC 
AACCTGGTCA ATGGGACCAT TGGTCCGGAC GGCTCGCTGC GCACCCAGTC 
CGGCGCCCAC TGGTACGGCA CCCCGGTCCA GGATTTGCCT ACTGGGCATG 
AGGCAATCGC GGTGTTCCCG CCGACGGCGG TGGCGGTGTA TCCGGAACC6 

10 CCGCACGGAA GCCCGCGCAA TATCGTCGGG CTGACGGTGG CGGAGGTGGA 
TACCCGCGGA CCCACGGTCC TGGTGCGCGG GCATGATCAG CCTGGTGGCG 
CGCCTGGCCT TGCCGCATGC ATCACCGTCG ATGCCGCCAC CGAACTGCGT 
GTGGCGCCCG GATCGCGCGT GTGGTTCAGC GTCAAGGCGC AGGAAGTGGC 
CCTGCACCCG GCACCCCACC AACACGCCAG TTCATGAGCC GACCCGCGCC 

15 GTCCTTGCGT CGCGCCGTTA ACACGGTAGG TTCTTCGCCA TGCATCAGGT 

GGACCCCAAC TTGACACGTC GCAAGGGACG ATTGGCGGCA CTGGCTATCG 
CGGCGATGGC CAGCGCCAGC CTGGTGACCG TTGCGGTGCC CGCGACCGCC 
AACGCCGATC CGGAGCCAGC GCCCCCGGTA CCCACAACGG CCGCCTCGCC 
GCCGTCGACC GCTGCAGCGC CACCCGCACC GGCGACACCT GTTGCCCCCC 

20 CACCACCGGC CGCCGCCAAC ACGCCGAATG CCCAGCCGGG CGATCCCAAC 
GCAGCACCTC CGCCGGCCGA CCCGAACGCA CCGCCGCCAC CTGTCATTGC 
CCCAAACGCA CCCCAACCTG TCCGGATCGA CAACCCGGTT GGAGGATTCA 
GCTTCGCGCT GCCTGCTGGC TGGGTGGAGT CTGACGCCGC CCACTTCGAC 
TACGGTTCAG CACTCCTCAG CAAAACCACC GGGGACCCGC CATTTCCCGG 

25 ACAGCCGCCG CCGGTGGCCA ATGACACCCG TATCGTGCTC GGCCGGCTAG 
ACCAAAAGCT TTACGCCAGC GCCGAAGCCA CCGACTCCAA GGCCGCGGCC 
CGGTTGGGCT CGGACATGGG TGAGTTCTAT ATGCCCTACC CGGGCACCCG 
GATCAACCAG GAAACCGTCT CGCTCGACGC CAACGGGGTG TCTGGAAGCG 
CGTCGTATTA CGAAGTCAAG TTCAGCGATC CGAGTAAGCC GAACGGCCAG 
30 ATCTGGACGG GCGTAATCGG CTCGCCCGCG GCGAACGCAC CGGACGCCGG 
GCCCCCTCAG CGCTGGTTTG TGGTATGGCT CGGGACCGCC AACAACCCGG 
TGGACAAGGG CGCGGCCAAG GCGCTGGCCG AATCGATCCG GCCTTTGGTC 
GCCCCGCCGC CGGCGCCGGC ACCGGCTCCT GCAGAGCCCG CTCCGGCGCC 
GGCGCCGGCC GGGGAAGTCG CTCCTACCCC GACGACACCG ACACCGCAGC 
35 GGACCTTACC GGCCTGACC 
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La presente Invention est en outre relative a 
un mlcroorganlsme produlsant I'une des protelnes 
telles que decrltes cl-dessus et plus partlcullerement 
un mlcroorganlsme secretant une telle protelne. 
5 Pref erentlellement, un tel mlcroorganlsme est 

une bacterle telle que Mycobacterium bovis BCG* Ces 
bacterles sont deja utlllsees chez l*homme afln 
d'obtenlr une Immunlte centre la tuberculose. 

La fabrication de protelnes hybrldes selon la 

10 presente Invention dans M. bovls BCG presente des 
avantages partlcullers . En effet, M. bovls BCG est une 
souche largement utlllsee a des fins vacclnales et 
dont I'lnnoculte pour I'homme est reconnue. Apres 
Injection dans I'organlsme humaln, elle se dSveloppe 

15 lentement durant 15 jours a 1 mols, ce qui permet une 
excellente presentation de I'antlgene centre lequel on 
veut obtenlr une reponse a I'organlsme. 

On connaxt par contre tres mal Mycobacterium 
leprae, qui est 1' agent de la lepre chez I'homme. En 

20 effet, cette bacterle n'a pu etre jusqu*a present 
cultlvee sur un milieu de culture et possede un temps 
de crolssance tres long par rapport a M.bovls. 

Sa pathogenlcite potentlelle est de plus un 
argument evident pour ne pas I'utlllser a des fins 

25 vacclnales • 

Les protelnes ayant les sequences SEQ ID N* 2 
ou SEQ ID N'3 presentent I'avantage d'etre reconnues 
par des anticorps presents chez les patients 
tuberculeux et constituent done a priori des antigenes 

30 f ortement immunogenes • 

Les protelnes sont issues de M, tuberculosis, 
qui est une espece tres proche de M-bovis, ces deux 
bacterles etant responsables de la tuberculose 
respectivement chez I'homme et chez les bovides . 

35 Les protelnes Issues de M. tuberculosis sont 
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done susceptlbles de s*exprlmer chez M.bovis et^ pour 
celles possedant un peptide signal, d'etre excretees 
dans le milieu de culture. 

M.bovis presentant les avantages indigues ci- 
5 dessus pour la vaccination de 1 •horome et d' autre part 
les proteines repondant aux seguences SEQ ID N* 2 et 
SEQ ID N' 3 indulsant une forte reponse immunitaire 
Chez I'homme, il est particulierement avantageux de 
produire dans M.bovis des proteines hybrides 
10 comportant une partie de la protelne issue de 
M. tuberculosis • 

En ef f et, il est notoire gue des antigenes de 
microbes pathogenes contre lesguels une vaccination 
est recherchee , peuvent n • induire gu ' une tres f aible 
15 reponse chez I'homme s'ils ne sont pas presentes d'une 
maniere specif igue. 

La presente invention resoud ce probleme de 
deux manieres : 

- d*une part en presentant la proteine hybride 
20 a la surface de M.bovis BCG, et/ou excretee par la 

bacterie, et 

- d* autre part en associant un determinant 
antigenigue connu pour induire une forte reponse 
immunitaire, c • est-a-dire le determinant antigenigue 

25 de I'une des proteines de SEQ ID N" 2 ou SEQ ID 3, 

a un determinant antigenigue induisant une f aible 

reponse s'il est injecte seul . 

L • association du determinant antigenigue d * une 

des proteines SEQ ID N* 2 ou SEQ ID N* 3 permet 
30 d' amplifier la reponse immunitaire a I'encontre du 

second determinant antigenigue de la proteine hybride. 

Ce phenomene peut etre rapproche de 1 ' ef f et carrier 

haptene . 

II est Clair gu • une telle operation n' est pas 
35 envisageable avec une proteine issue de M. leprae. 
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telle que celle decrlte dans 1* article de Wleles et 
al« (1994, precedemment cite) car d*une part, du fait 
de la plus grande distance entre M. tuberculosis et 
H. leprae, une telle proteine risque de ne pas etre 
5 convenablement exprimee et d* autre part, on connait 
molns bien la r^ponse immunltaire indulte par cette 
proteine de M. leprae. En outre, 1 • introduction d'une 
proteine d*une espece pathogene a des fins vaccinales 
constitue un risque potentiel pour la sante humaine 
10 que les industries pharmaceutiques sont reticentes a 
prendre. 

L* ensemble de ces arguments concoure done a 
distinguer les protelnes de sequences SEQ ID N* 2 et 
SEQ ID N'3 de la proteine de M. leprae decrites par 
15 Wleles et al. (1994, precedemment cite) malgre leurs 
homologies apparentes de sequences (voir plus loin la 
figure 17) . 

La presente invention est encore relative a des 
vaccins ou medicaments contenant au moins une 
20 proteine, ou un microorganisme tels que precedemment 
def inis . 

Des vaccins contenant les protelnes non 
greffees peuvent etre utilises pour immuniser des 
individus a l*encontre de la tuberculose* Les 
25 protelnes greffees portant un epitope provenant d'un 
agent biologique autre que M.bovis peuvent etre 
utilisees pour 1 ' immunisation centre d*autres 
maladies* 

A titre indicatif, on pourra utiliser de 1 a 
30 SOO^g de proteine par dose pour un individu, ou de 10^ 
a 10^ bacteries recombinantes par individu par vole 
intradermique • 

La presente invention a aussi pour objet une 
composition pharmaceutique contenant au moins une 
35 quantlte pharmaceutiquement efficace d'une proteine ou 
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d'un microorganlsme tels que precedemment definls en 
association avec des dlluants ou des adjuvants 
pharmaceutlquement compatibles. 

La presente Invention a aussl pour objet un 
5 procede de detection d*antlcorps speclflques de la 
tuberculose dans lequel un flulde blologlque, dans 
lequel on recherche la presence desdlts antlcorps, est 
mis en contact avec une protelne telle que decrlte cl- 
dessus . 

10 Avantageusement, ladlte protelne est flxee sur 

un support. 

Une telle detection peut notamment etre mlse en 
oeuvre par la methode du Western Blot (Immuno- 
emprelnte), par une methode Immunoenzymologlque 

15 (ELISA) ou par une methode radlolmmunologlque (RIA) , a 
I'alde d'une trousse de dosage, contenant ces 
protelnes alnsl que, notamment/ des solutions 
tamponnees permettant d'effectuer la reaction 
Immunologique et si necessalre des substances 

20 permettant de reveler le complexe antlcorps-antlgene 
forme . 

La presente Invention est lllustree sans pour 
autant etre llmitee par les exemples sulvants et les 
desslns annexes dans lesquels: 

25 La figure 1 represente le profll de denslte 

optlque (DO) a 240 nm de la filtration moleculalre (SI 
300) d'une fraction de M. tuberculosis non retenue sur 
une colonne echangeuse d'lons dans les conditions 
decrltes plus loin. 

30 La figure 2 represente le profll en denslte 

optlque a 220 nanometres de la separation sur colonne 
echangeuse d'lons (DEAE) a haute presslon des 
molecules provenant de la fraction 1 obtenue lors de 
la filtration moleculalre precedente. 

35 La figure 3 est le profll de denslte optlque a 
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220 nanometres de la chromatographle sur colonne en 
phase inverse de la fraction 1 issue de la 
chromatographie echangeuse d*ions precedente* 

Les figures 4A a 4E, sont des photographies des 
5 membranes de PVDF mises en presence respectivement : 

- d'un colorant de molecules (4A) transferees 
sur la membrane de PVDF. Coloration Aurodye 
(Amersham) ; 

- d*un melange de serums de cobayes immunises 
10 avec des bacilles vivants (4B) ou morts (4C); 

- d*un serum de lapin (4D) immunise avec des 
antlgenes purifies a partir du BCG (Infection and 
Immunity (1993) 61 742-750) . 

- d"un anticorps monoclonal reference 1-1081 

15 (4E). 

Ces membranes de PVDF avaient regues 
prealablement les molecules des fractions separees sur 
la colonne echangeuse d*lons basse pression separees 
par electrophorese en gel acrylamide. La piste O 
20 correspond au materiel- brut de depart, la piste 1 a la 
fraction non retenue, et la piste 2 a la fraction 
retenue . 

Les figures 5A a 5E representent des membranes 
de PVDF correspondant a un gel obtenu par migration 

25 des 5 fractions (1 a 5) obtenues sur la colonne de gel 
filtration Si300 et de la fraction non retenue sur la 
colonne DEAE basse pression (O) . Apres transfert de 
gels identigues sur des membranes de PVDF I'une est 
revelee avec un colorant des proteines (Aurodye, 

30 Amersham (5A), ou avec un serum de cobayes immunises 
avec des bacilles vivants (5B), ou morts (5C), un 
serum de lapin (5D) ou 1 'anticorps monoclonal ( 5E) . 

Les figures 6A a 6E representent des membranes 
de PVDF correspondant a un gel obtenu par migration 

35 des fractions obtenues sur colonne echangeuse d'ions 
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haute pression ( 1 a 3) et de la fraction 1 obtenue 
par filtration sur tamis moleculaire (puits O) , ladite 
membrane etant mise en presence: 

- d"un colorant des proteines (6A), 

5 - d • anticorps de serums de cobayes immunises 

respectivement avec des bacilles vivants (6B) ou morts 
(6C), 

- d'un serum de lapin (6D), 

- de 1* anticorps monoclonal (6£) • 

10 Les figures 7A a 7D representent I'empreinte 

des gels sur des membranes correspondant a la 
migration de la fraction 1 obtenue sur colonne 
echangeuse d*ions (O) et des fractions obtenues par 
chromatographie en phase inverse (1 a 5), mises en 

15 presence des memes reactifs que dans les figures 6A, a 
6B, 6D et 6£ avec les memes codes. 

La figure 8 illustre le criblage de la bangue 
genomique d' expression de M • tuberculosis H37Rv dans M. 
smegmatis • Les surnageants de M* bovis BCG, M. 

20 smegmatis non trans for-mes et M. smegmatis trans formes 
par des clones recombinants exprimant ou n'exprimant 
pas des proteines recombinantes reconnues par des 
anticorps ont ete testes a differentes dilutions. 

La figure 9 illustre la migration en gel 

25 d ' agarose de trois cosmides selectionnes dans la 
banque, electropores dans £• coli et extraits par lyse 
alcaline • 

La figure 10 represente la migration sur un gel 
de I'ADN cosmidique de pLAl extrait de E.coli NM554 
30 digere par BamHI (a), Smal (b) , Hpal (c) , NotI (d), 
Sspl (e), EcoRI (f) et Hind III (g) . 

La figure 11 illustre 1* expression des 
proteines de 45/47 kDa dans les mycobacteries . Les 
surnageants de culture bacterienne de 7 jours ont ete 
35 laves et concentres sur une membrane Amicon PMIO/ 
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lyophilises et analyses en Immuno-emprelnte • Les 
proteines sont revelees par des antlcorps polyclonaux 
d'un serum de lapin dllue au l/SOOe. 
Sont deposes par puits : 
5 (1) 0,25 A/g de proteines de 45/47 kDa purlflees 

de M.bovls BCG, 

(2) 5 pg de surnageant de M. smegmatls mc^l55 
trans forme par pLAl, 

(3) 5 de surnageant de M. smegmatls mc^l55 
10 non trans forme, 

(4) 5 ptg de surnageant de M.bovls BCG. 

La figure 12 lllustre 1* expression des 
proteines de 45/47 kDa dans les mycobacteries • Les 
surnageants de culture bacterienne ont ete laves et 

15 concentres sur une membrane Amicon PMIO, puis 
lyophilises et analyses dans un test Elisa en 
competition. Differentes concentrations des 

surnageants lyophilises sont mises en presence d'une 
dilution au l/8000e du serum polyclonal de lapin, puis 

20 ce melange est transfere dans des puits sur lesguels 
sont fixees les proteines purifiees. 

Les figures 13A et 13B sont des profils 
plasmidiques (13A) et profils de restriction BamH I 
(13 B) de differents clones recombinants 

25 pUC18 ::M. tuberculosis H37Rv, obtenus par ligation des 
fragments d*une digestion BamH I du cosmide pLAl dans 
pUC18. Sur cette figure sont presentes 21 des 36 
clones etudies, Les puits "p" correspondent au vecteur 
temoin pUClB, les puits "m" correspondent aux 

30 marqueurs de taille qui sont des fragments du plasmide 
pKN coupes par Pvu II. 

La figure 14 est la carte de restriction des 
Inserts permettant 1 'expression des proteines de 45/47 
kDa dans E.coli. Un ensemble de clones a ete obtenu 

35 par des deletions a partir des plasmides pLA34 et 
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pLA4, cont.enant 1 * insert, de 3 kb clon® dans les deux 
orientations. Les fleches indiquent la direct^ion de la 
determination des sequences a partlr de ces clones a 
I'aide des amorces "directes" et "inverses**. 
5 B, BamH I S, Sma I E, EcoR I K Kpn I 

H, Hind III Sa, Sal I Sp, Sph I 

La figure 15 illustre 1* expression des 
proteines de 45/47 kDa dans E.coli. Les lysats de 
culture bacterienne ont ete analyses en immuno- 

10 empreinte • 

Les proteines sont revelees par des anticorps 
polyclonaux de lapin purifies sur DEAE, puis absorbees 
sur un lysat de £. coli immobilise sur colonne 
Sepharose-4B active par du bromure de cyanog4ne« 

15 Sont. deposes par puit.s : 

(1) 0,2 jjg de proteines purifiees de 45/47 kDa, 

(2) 25 ^g de lysat de E.coli XL-Blue t:rans forme par 
PLA34-2, 

(3) 25 pg de lysat de E.coli XL-Blue trans forme par 
20 pLA34, 

(4) 25 pg de lysat de E.coli XLl-Blue non t:ransforme. 

La figure 16 illustre 1 'expression des 
proteines de 45/47 kDa dans E.coli. Les lysats de 
culture bacterienne, analyses par un test. Elisa en 
25 competition ont et.e utilises sous forme brute.' 

La figure 17 est une comparaison de sequence 
SEQ ID N*2 selon 1 * invention et de la sequence de la 
proteine de M.leprae (mln 431). 

La figure 18 est un profil d'hydrophobicite de 
30 la proteine de sequence SEQ ID N*2. 
EXEMPLE 1 : 

Precede de purification des antiqenes de 
M. tuberculosis 

1 ) Obtention des antiqenes: 
35 Des cultures de M. tuberculosis (souche H37Rv) 



BNSDOCID; <W0 9623885A1„I_> 



wo 96/23885 



PCT/FR96/00166 



sont effectuees en ballons contenant 130 ml de milieu 
synt^hetique de Sauton selon une technique classlque 
decrlte pour la culture du BCG (Gheorghlu et al • Bull. 
Institut Pasteur 1983^ 81: 281-288). Le milieu de 
5 culture est recolte apres 20 jours a 37 'C/ decante et 
f litre (0,22 pm) a la temperature du labQratoire. Ces 
operations sont realisees dans une boite a gants pour 
des raisons de securite* Le milieu de culture recolte 
et f litre est de nouveau f litre sur filtre 0^22 pm 

10 sous hotte de securite avant d'etre utilise pour les 
operations suivantes : 

Place sur une membrane Amlcon (PMIO) sous une 
pression d* azote de 2 bars et a le milieu de 

culture est lave intensivement avec de I'eau retro- 

15 osmosee contenant 4% de butanol, puis concentre 10 a 
20 fois par rapport au volume initial. Ce milieu de 
culture concentre, contenant les molecules non exclues 
par la membrane PMIO Amicon, est lyophilise, pese et 
conserve sous forme de poudre a -20'C. Les 12g du 

20 materiel de depart -utilises pour le schema de 
purification decrit ci*dessous sont obtenus a partir 
de 70 litres de milieu de culture. 
Schema de purification: 

2 ) Colonne echangeuse d'lons a basse pression; 

25 Une colonne echangeuse d*ions preparative a 

basse pression de hauteur 300 mm et de diametre 32 mm 
est preparee avec environ 240 ml de gel Trlsacyl M 
(SEPRACOR). Elle est equllibree avec une solution 
saline tamponnee (Naj HP04/NaH2P04 10 mM, pH = 7, et 

30 NaCl 10 mM) contenant 4% de butanol. 

Le materiel concentre et lyophilise prepare a 
I'etape anterieure est solubilise (dans la solution 
saline tamponnee precedente) puis ultracentrlf uge - 
durant 120 mn a 40.000 G. Seule la partle superleure 

35 (4/5) de la solution centrifugee est reprise et 
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appliquee sous le controle de la pompe perlstal^lqu® 
sur la colonne echangeuise d*ion8« line premiere 
fraction majoritaire non retenue sur la colonne est 
recueillie. Une seconde fraction est obtenue apres 
5 elution de la colonne avec une solution saline 
tamponnee (Na2HP04) NaHj et 10 mM, pH = 7,5 et NaCl 
IM) . Chaque fraction, placee sur une membrane Amicon 
(PMIO) sous une pression de 2 bars et lav6e 
intensivement avec de l*eau retro-osmosee contenant 4% 

10 de butanol, est concentree environ 15 fois« La 
fraction non retenue par la colonne contient 2,9 g de 
materiel et I'essentiel des molecules qui sont 
purif iees dans les etapes suivantes • La fraction 
retenue par la colonne puis eluee par la solution 

15 concentree en sel contient environ 1,01 g de materiel. 
3) Filtration sur gel 

Une colonne preparative haute pression Si 300, 
3 pm de 50 X 750 mm (SERVA) , est equilibree par 
passage d'une solution saline tamponnee (Na2HP04 50 mM 
20 ajustee a pH 7,5 avec-KHjPO^) contenant 4% de butanol; 

cette solution est prealablement f iltree sur une 
membrane (0,22 fim) . Le debit de la colonne est ajuste 
a 1,25 ml bar par mn; la pression maximtun reglee a 45 
bars n'est pas atteinte. 
25 Le materiel a injecter sur la colonne est 

prepare a la concentration de 50 mg/ml dans la 
solution tampon/butanol- Des echantillons de 10 ml 
sont prepares et congeles a -20* Chaque echantillon 
de 10 ml, filtre de nouveau apres decongelation et 
30 injecte sur la colonne, contient environ 500 mg de 
materiel brut. Les profils des densites optiques a 240 
nm sont rapportes figure 1 pour une sequence typique 
de separation. Les cinq fractions principales choisies 
d • apres le prof il sont concentrees a 4 'C et lavees 
35 Intensivement sur membrane Amicon PMIO avec de I'eau 
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retro-osmosee contenant 4% de butanol • Chaque fraction 
concentree est lyophillsee, pesee puis conservee a - 
20*C. La fraction 1 de cette etape contlent les 
molecules prlnclpales reconnues par les antlcorps des 
5 cobayes Inununlses avec des bacllles vlvants ou par les 
antlcorps des malades tuberculeux. Seule cette 
fraction est soiimlse a 1* etape sulvante. 

4) Colonne echanoeuse d'lons : 

Une colonne preparative DEAE-TSK 5PW de 21,5 x 

10 150 nun (LKB) est egulllbree avec une solution saline 
tamponnee (Na2HP04/NaH2P04 10 mM, pH = 7,5 et NaCl 10 
mM) contenant 4% de butanol. La presslon maximum est 
inferleure a 30 bars pour un debit de 6 ml/mn* Pour le 
tampon d'elutlon, seule la concentration de NaCl est 

15 modlflee (1 M) • Un gradient llnSalre est appllqug 
selon le schema Indlgue figure 2 apres Injection d'un 
volume d'echantlllon de 4 ml contenant au total 100 mg 
du materiel precedent. Les fractions prlnclpales sont 
recuelllles selon le profll en denslte optlgue a 

20 240nm. Ces fractions -sont concentrees et lavees sur 
membrane PM^g (Amlcon) par de I'eau retro*osmosee 
contenant 4% de butanol, puis lyophlllsees • Une fols 
pesee, chaque fraction est conservee a -20*C. Seule la 
fraction 1 de cette etape contlent la majorlte des 

25 molecules reconnues par les antlcorps des cobayes 
Immunises avec des bacllles vlvants; elle est soumlse 
a 1* etape sulvante de separation. 

5) Colonne phase Inverse ; 

Une colonne RP 300 Cg 10 ^im de 4,6 x 250 mm 
30 (Aquapore Brownlee lab.) est equlllbree avec un tampon 
acetate d' ammonium (NH^COO CH3 20 mM) f litre sur 0,22 
^m avec un debit de 2 ml/mn sous une presslon maximum 
de 115 bars. Le tampon d'elutlon contenant 90% 
d'acetonitrlle est applique selon le profll Indlque 
35 sur la figure 3 apres Injection d"un echantlllon de 10 
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mg sous un volume de 1 ml. Le profil de denslt.e 
optique a 220 nm permet de separer cinq fractions 
prlnclpales qui sont concentrees par evaporation sous 
vide a 40*C, puis lyophlllsees • 
5 6 ) Immunodetection des antloenes ; 

Des gels denaturants a 10% de polyacrylamlde, 
0,1 % de SDS sont prepares selon la technique 
classlque de Laemmll, (Nature 1970, 277: 680-685) • Des 
echantlllons contenant entre 10 et 2 pg de materiel, 

10 en f onctlon de 1 * etape de la purification, sont 
appl Iques dans un tampon contenant 5% de 
mercaptoethanol , 3% de SDS et une trace de bleu de 
bromophenol sous un volume de 10 fil dans chaque piste 
du gel • Apres electrophorese jusqu*a la 11ml te de 

15 migration du bleu, les molecules presentes dans les 
echantlllons sont transferees sur une feuille de PVDF 
(Mllllpore) en appliquant un champ electrlque modere 
durant une nult (Harlow et Lane, Antibodies , A 
Laboratory manual. Cold Spring Harbor Laboratory (eds) 

20 1988) . 

Une coloration de la feuille de PVDF par une 
solution de bleu de Coomassle durant molns d'une 
minute , suivle d'une decoloration, permet le reperage 
des marqueurs de polds moleculaire dont les contours 

25 sont entoures d'un trait de crayon. Apres decoloration 
totale, la feuille est lavee durant 30 mn a la 
temperature du laboratoire par du PBS + Triton XlOO 
3%, puis trois fols 5 mn avec du PBS seul. La feuille 
est alors saturee avec du PBS contenant 5% de lait 

30 ecreme en poudre durant 1 h a 37 *C, puis lavee avec du 
PBS + Tween 20 (0,2 %) trois fols. 

Une incubation est effectuee avec les 
immunserums dilues au l/20e dans le tampon PBS + Tween 
20 (0,2 %) + lait en poudre 5% durant 1 h 30 a 37* C 

35 avec des agitations periodiques . Puis trois lavages en 
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PBS + Tween sont operes avant 1* Incubation avec les 
antiicorps anti-lmmunoglobullnes marques avec la 
phosphatase alcallne. Les antlcorps antl- 

Immunoglobullnes humalns et antl-lnununoglobullnes de 
5 cobayes, marques a la phosphatase (Blosys) sont 
utilises a la dilution finale de 1/2500 en PBS + Tween 
20 (0,2 %) + lait (5%). Apres 1 h 30 d*incubation a 
37 *C, les feullles de PVDF sont lavees trols fois en 
PBS + Tween, puis incubees a la temperature du 

10 laboratoire durant 5 a 10 mn, dans le tampon de 
revelation contenant BCIP et NBT (Harlow et Lane, 
precedemment cites) . La reaction est arretee et aprds 
sechage des feuilles celles-ci sont photographiees • 
7 ) Composition en acides amines: 

15 Une analyse de la composition globale en acides 

amines est effectuee pour chaque fraction 
chromatographique dans 1 • unite de Chimie Organlque de 
I'Institut Pasteur. Un analyseur Beckman LS 6300 est 
utilise. 

20 La composition - globale exprimee en frequence 

des acides amines des proteines de 45*47 kD est la 
suivante: 

ASN/ASP: 10,4%, THR: 5,7%; SER:5,6%; GLN/GLU: 6,3%; 
GLY:7,1%; ALA: 19,3%; VAL: 6,2%; ILE:2,2%; LEU: 4,4%; 
25 TYR: 2,2%; PHE: 2,4%; LYS : 2,7 %; ARG: 2,7%; PRO: 
20,9%. 
EXEMPLE 2 : 

Determination de la specificite immunoloQioue 

des proteines et fractions proteioues de 

30 M. tuberculosis et isolement des antioenes reconnus par 
les anticorps des cobayes immunises avec des bacilles 
vivants . 

Des groupes de 12 a 15 cobayes (femelles 
Hartley de 250 a 300 g au debut de 1 " experience) ont 
35 regu soit des mycobacteries vivantes (2 x 10^ unites 
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vlables de BCG en deux injections Intradermiques dans 
0,1 ml de solution saline), soit 2 mg de mycobacterles 
de la meme souche tuees par la chaleur (120*0, 30 nm) 
en Intramusculalre dans 0,5 ml d'une emulsion solution 
5 saline dans I'adjuvant de Freund Incomplet (1/1). Les 
serums de dlfferents groupes de cobayes ont ete 
preleves 7 a 12 mols apres 1 • Immunisation, flltres 
(0,22 pm) puis dlstrlbues en petlts volumes qui sont 
congeles et conserves a -20*C. Des essals de plusieurs 
10 groupes d ' Immunserums ont ete ef f ectues ( 5 apres 
Immunisation avec des bacterles vlvantes et 6 apres 
Immunisation avec des bacterles tuees) . Les resultats 
rapportes ont ete obtenus avec un groupe de serums 
representatlfs de chaque type d' Immunisation; les 
15 differences entre groupes sont mlnlmes pour le meme 
schema d • Immunisation. 

1) Etape de separation sur la colonne 
echanoeuse d'lons a basse presslon. 

Le milieu de culture ( lave et concentre sur 
20 membrane Amlcon PMIO puis lyophlllse) est 
ultracentrlfuge puis applique sur la colonne 
echangeuse d'lons a basse presslon. Deux fractions 
I'une non retenue par la colonne et 1" autre eluee par 
une solution tamponnee a haute molarlte sont 
25 recuelllles, lavees et concentrees sur membrane Amlcon 
PMIO puis lyophllisees. 

Chaque fraction (lOpg) est placee sur une piste 
d'un gel SDS, puis, apres la sequence 
d • electrophorese , trans f ert sur membrane PVDF et 
30 immunodetection, les fractions contenant les molecules 
majoritalres reaglssant avec les dlfferents serums 
sont reperees. 

La figure 4 montre des immuno-empreintes de 
gels identiques revelees avec un colorant de proteines 
35 transferees ( Aurodye-Amersham) (4A) ou des serums de 
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cobayes inununlses avec des bacllles vlvants (4B) ou 
morts (4C)« Les Immuno-emprelntes 4D et: 4F ont 
revelees respectivement un serum de lapin dlrlge 
con^re dies molecules Identilques de BCG (Infection and 
5 Immunity, 1993 61 742-750) et le sumageant de 
I'hybridome 1-1081 producteur d*un antlcorps 
monoclonal, depose aupres de la Collection Nationale 
de Cultures de Mlcroorganismes de I'Institut Pasteur 
(CNCM) . Seule la fraction non retenue par la colonne 

10 contient des molecules de 45/47 kDa reconnues par les 
serums de cobayes Immunises avec des bacilles vivants 
ou reconnues par le surnageant de l*hybridome cite 
precedemment • 

2) Etape de filtration moleculaire sur Si 30o J 

15 La fraction non retenue de 1' etape precedente 

est injectee sous un volume d* echantillon de 10 ml 
contenant 500 mg de materiel sur la colonne Si 300. 
Les fractions 1 a 5 sont separees selon le profil 
indique sur la figure 1, regroupees pour les 

20 injections successives, puis lavees, concentrees et 
lyophilisees . 

Chaque fraction (10 pg) est placee sur une 
piste d'un gel SDS; puis, apres la sequence 
d' electrophorese, transfert sur membrane PVDF et 

25 immunodetection, les fractions contenant les proteines 
majoritaires reagissant avec les differents serums 
sont reperees • 

La figure 5 montre des immuno-empreintes de 
gels identiques revelees avec une coloration des 

30 proteines ( Aurodyne-Amersham) ou avec des serums de 
cobayes immunises avec des bacilles vivants (5B) ou 
avec des bacilles morts (5C) . Les immuno-empreintes 5D 
et 5E ont ete revelees avec respectivement un serum de 
lapin dirige centre ces molecules purifiees a partir 

35 de BCG et avec 1 * anticorps monoclonal 1-1081 • 
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Deux antigenes de 45 et 47 kD presents dans la 
fraction 1 sont reconnus essentiellement par les 
anticorps des anlmaux immunises avec des bacilles 
vlvants ou avec le serum polyclonal de lapln ou avec 
5 1« anticorps monoclonal. Cette fraction est 
selectlonnee pour la seconde etape de purification. 
3^ Etape sur colonne echanoeuse d 'ions 
Un echantlllon de 100 mg de la fraction 
precedente est charge sur une colonne DEAE-TSK 
Id preparative et elue par un gradient de NaCl. Le prof 11 
a 220 nm des molecules eluees definit trois fractions 
prlncipales (figure 2). Apres regroupement , chaque 
fraction obtenue par les Injections successives du 
materiel est lavee, concentree et lyophilisee. 
15 Apres electrophorese sur gel SDS de 5 ^9 

chacune des fractions precedentes, les immuno- 
empreintes sur feuille PVDF sont revelees par le 
colorant de proteines (Aurodyne) (Fig. 6A) , par les 
serums de cobayes immunises avec des bacilles vlvants 
20 (fig. 6B) ou morts- (Fig.SC), le serum de lapln 
(Flg.6D) ou I'antlcorps monoclonal (Fig. 6E) • La 
fraction 1-DEAE ne contient que quelques antigenes 
reconnus par les anticorps des anlmaux Immunises avec 
des bacilles morts - Par centre, cette meme fraction 1- 
25 DEAE contient un doublet a 45/47 kD fortement reconnu 
par les anticorps des cobayes immunises avec des 
bacilles vivants, ainsi que le serum de lapln ou 
1 • anticorps monoclonal . Cette fraction 1-DEAE est 
choisle pour 1* etape sulvante de purification. 
30 4) Etape sur colonne phase-inverse 

Une colonne RP 300 10 iim, equilibree avec le 
tampon acetate d* ammonium (20 mM) , revolt un 
echantlllon de 1 ml contenant 5 a 10 mg maximum de la 
fraction 1-DEAE precedente. L'elution avec un gradient 
35 d'acetonltrlle de O a 90% selon le schema de la figure 
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3 permet de recuperer cinq fractions prlnclpales . Ces 
fractions sent concentrees par evaporation sous vide a 
40*C pour eliminer la majorite de 1 * acetonitrile , puis 
lyophilisees • 

5 La fraction 4 ( gradient de 30 a 50% 

d*acetonitrile) contient la majorite des molecules 
reconnues par les anticorps des animaux immunises avec 
des bacilles vivants, ou par les anticorps presents 
dans le serum de lapin ou par 1' anticorps monoclonal 
10 et essentiellement ces molecules, d'apres la 
coloration des proteines par Aurodyne (Fig. 6). 
EXEMPLE 3 ; 

Clonaqe et expression de proteines de 45/47 kP 
de Mycobacterium tuberculosis dans Mycobacterium 
15 smeqmatis et Escherichia coli. 

1) Materiels et methodes . 

1 • 1 Souches bacterlennes et conditions de 
croissance^ preparations de surnaqeants et d'extraits 
bacteriens . 

20 M.bovis BCG (souche II73P2) a ete cultive en 

milieu synthetique de Sauton 7 jours a 37 'C, puis le 
surnageant est f litre a travers une membrane de 0,22 
^rm. Ces surnageants sont conserves bruts en presence 
de butanol a 4% ou concentres sur membrane Amlcon-PM 

25 10 et lyophilises. 

M. smegmatis mc^ 155 (Snapper et al.l990. 
Molecular Microbiol., 4, 1911-1919) a ete cultive en 
milieu llqulde 7H9 + OADC 7 jours a 37 *C. Chaque clone 
de M. smegmatis mc^ 155 transforme par les cosmides de 

30 la banque pYUBlS: M. tuberculosis a ete cultive en 
presence de kanamycine a 25 mg/ml. Les cultures ont 
ete ensulte centrifugees 15 mn a 5000 tpm, les 
surnageants de culture separes et conserves a 4'c en 
presence de butanol a 4%. Ces preparations sont 

35 utilisees lors de tests ELISA dans lesquels la 



BNSDC>C1D: <WO_9623885A1J_> 



W0 96/23S85 PCr/FR96/00166 

26 



composition des milieux de culture n' Interfere pas. 
Lorsque les surnageants de culture de clones sont 
analyses en gel SDS-PAGE, ceux-cl sont cultlves en 
milieu synthetique de Sauton 7 jours a 37 'C, les 
5 surnageants de culture f litres a travers une membrane 
de 0,22 pm puis concentres sur membrane Amicon-PMIO et 
lyophilises. 

Les souches de E.coll NM554 et XL 1-Blue ont 
ete cultivees en milieu Luria-Bertani (LB) solide ou 
10 liquide a 37*C. Les clones de E.coli XL 1-Blue^ 
transformes par le plasmide pUClB, ont ete cultives en 
presence d' ampicilline a 25 ^ig/ml. 

Les lysats de culture bacterienne de E.coli 
XLl-Blue et de chaque clone trans forme par les 
15 plasmides recombinants pUClS: M. tuberculosis ont ete 
prepares par une serie de congelations /decongelations 
rapides de -70"C a + 60*C de bacteries obtenues apres 
une culture d'une nuit (16h). Les lysats sont 
centrifuges, les surnageants separes et conserves a - 
20 20"C- Un dosage des i)roteines de ces preparations a 
ete ef fectue par la technique BCA (Pierce) . 
1.2 Vecteurs de clonaae 

La banque genomique de M. tuberculosis utilisee 
(Jacobs et al. 1991 precedemment cites) a ete fournie 
25 par electroporation dans M.smegmatis mc 155 par 
Stewart Cole. Le demandeur a dispose de 400 clones 

recombinants . 

La banque a ete construite dans un cosmide, 
vecteur navette pYUBlB- Celui-ci derive du plasmide 

30 PYUB12 (Snapper et al . Proc. Natl. Acad. Sci, USA 
1988, 85: 6987-6991) dans lequel a ete inseree la 
sequence Cos du bacteriophage lambda permettant une 
amplification et une bonne conservation des cosmides 
recombinants de la banque sous forme de lysats de 

35 phages. Cette banque a ete construite de la maniere 
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sulvante: I'ADN genomique de M. tuberculosis souche 
H37Rv a ete dlgere partlellement par 1* enzyme Sau 3a, 
dans des conditions permettant d'obtenlr un maximum de 
fragments de 35 kb a 45 kb« Ces fragments ont ete 
5 purifies puis ligatures dans pYUBlS, dlgeres par 
1 'endonuclease de restriction BamHI et dephosphoryles • 
Le vecteur plasmldique pUC18 ( Yanlsch-Perron et 
al. Gene, 1985, 33: 103-119) a et6 utilise pour le 
sous-cionage dans E.coli XL*Blue. Ce plasmlde 

10 multicopie porte un fragment d*ADN derive de l*operon 
lac de E.coli qui code pour un fragment amind-termlnal 
de la beta-galactosidase. Ce fragment inductible par 
I'isopropyl beta-D~thlogalactopyranoside (IPTG) est 
capable d'etablir 1 'alpha-complementation avec la 

15 forme de la beta-galactosidase defective codee par la 
souche hote E.coli Xl*l-Blue, Ainsi 1' insertion d'ADN 
etranger va indulre une abolition de 1* alpha* 
complementation. Les plasmides recombinants peuvent 
etre reperes lorsqu*ils sont transformes dans la 

20 souche hote par la - couleur blanche des colonies, 
comparatlvement a la couleur bleu des colonies lorsque 
les bacterles sont trans formees par le plasmlde pUClB. 
Ce criblage s*effectue en presence d'IPTG et du 
substrat de 1* enzyme le X-Gal • 

25 1.3 Techniques de bloloQle moleculaire 

1.3.1 Extraction de cosmides de M.smeqmatis mc— 

155 

Les extractions de cosmides recombinants 
pYUBlB :M. tuberculosis ont ete effectuees selon la 

30 technique de lyse alcaline adaptee a M.smegmatis 
(Jacobs et al.l991, precedemment cite) avec quelques 
modifications. Les bacterles sont recuperees au 
cinquleme jour de culture (fin de la phase 
exponentlelle) , centrifugees 10 mn a 5000 tours. Le 

35 culot de bacterles (3 ml) est resuspendu dans 5 ml de 
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solution A(50 mM glucose, 25 mM trisHCl pH 8, 10 mM 
EDTA, lysosyme 10 mg/ml) et Incube a 37 *C pendant 20 
mn. Deux volumes (10 ml) de solution B (0,2 N NaOH, 1% 
SDS) sont ensuite ajoutes et melanges par inversion. 
5 Le melange est incube 30 mn a 65 *C, puis 15 ron a 

Enfin 1,5 volume (7,5 ml) de solution C (5 M acetate 
de potassium, acide acetique 11,5%) est ajoute et 
melange par inversion. Le melange est incube 30 mn a 
4*C. La preparation est ensuite centrifugee 15 mn a 
10 13000 tours a 4*C, le surnageant recupere, mesure et 
additionne a un meme volume de phenol/chlorof orme 
50/50. 

Apres extraction le tube est centrifuge a 4000 
tours pendant 10 mn. La phase agueuse est transferee 

15 dans un tube propre et additionnee d'un double volume 
d'ethanol conserve a -20'C. Apres retournement , celui- 
ci est conserve au moins 1 heure a -20*C, puis 
centrifuge 30 mn a 12000 tours, le culot est enfin 
lave avec un volume d'ethanol a 70% conserve a -20* C 

20 et seche au Speed-Vac 5 mn. Le culot sec est repris 
dans SOO^il d"eau sterile et conserve a -20*C. 

1.3.2 Extraction et purification de plasmides 
de E.coli 

Les extractions rapldes des cosmides pYUBlS et 
25 plasmides pUC18 recombinants ont ete effectuees par la 
technique de lyse alcaline (Birnboim et al.; Nucleic 
Acids Res. 1979, 7:1513). 

Les cosmides et plasmides recombinants 
interessants ont ete purifies apres une etape de lyse 
30 alcaline par ultracentrif ugation en gradient de 
chlorure de cesium en presence de bromure d'ethidium 
(Maniatis et coll. Cold Spring Harbor , New York: Cold 
Spring Harbor Laboratory Press 1982). 

1.3.3. Techniques de trans formation 
35 Methode chimique au chlorure de calcium . 
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Cette technique classiqiie a ete utllisee pour 
transformer E.coll XLl-Blue par des plasmldes pUC18 
recombinants . Les bacteries competentes sont tout 
d*abord preparees : 20 ml de milieu 2YT sont ensemences 
5 avec une preculture d'une nuit au 1/100. Les bacteries 
sont mises en culture agitee pendant 2 heures a 37 *C 
jusqu*a DO = 0^6, puis centrifugees 10 mn a 4000 tours 
a 4*C. Le culot est repris dans 8 ml de CaCl2# 100 mM, 
garde 15 mn sur glace fondante, puis centrifuge a 

10 nouveau 10 mn a 4000 tours a 4*C. Le culot est enfin 
repris dans 1^6 ml de CaCl2 100 mM garde sur glace 
fondante a 30 mn. 

Les bacteries competentes ainsi preparees sont 
utilisees fraichement pour les transformations bu 

15 peuvent etre conservees guelgues jours a 4*C. Au 
moment de la transformation 200 nl de bacteries 
competentes sont melanges el 2 pi d*ADN. Le melange est 
conserve 45 mn sur glace fondante, puis est soumis a 
un choc thermique de 2 mn a 42 *C. BOO fil de milieu 2YT 

20 sont ajoutes, puis ia preparation est incubee une 
heure a 37 *C sous agitation, puis etalee sur boxtes 
ML-ampicilline a raison de 50 ijI a 200 fil par boxte. 
Le lendemain les colonies sont comptees et 
l*efficacite de transformation calculee. 

25 

- Methode physique d ' electroporation . 
Cette technique est utilisee pour transformer 
E.coli par des vecteurs de grande taille: E.coli 
souche NM554 a ete electroporee par des cosmides 

30 pYUBia recombinants de taille superieure a 50 kb. Les 
bacteries competentes ont ete preparees fraichement: 
200 ml de milieu 2YT sont ensemences par une dilution 
au 1/100 d'une preculture d*une nuit; les bacteries 
sont cultivees 3 heures a 37 *C, puis centrifugees a 

35 6000 tours pendant 10 mn. Le culot est repris dans 10 
ml d*eau sterile a 4*C, puis dans 190 ml d'eau sterile 
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a 4'C- Las bacteries sont centrifugees a nouveau a 
6000 tours 10 mn et relavees dans 10 ml d'eau sterile 
a Enfin le culot est reprls dans 400 fil de 

glycerol a 10 %• 
5 L'electroporation a ete effectuee sur un 

apparell Blo-Rad Gene Pulser. 100 |il de bacteries sont 
melanges a 1 a 4 pi d'ADN dans une cuve de 0,4 mm. Le 
melange est soumls au choc electrlque (2500 volts ^ 25 
jjF) Puis rapldement 1 ml de milieu 2 YT est ajoute 

10 dans la cuve. ensemble est transfere dans un tube et 
Incube 1 heure a 37 *C sous agitation. Apres 
Incubation, la culture est etalee sur boites ML- 
amplcllllne, a raison de 50/il a 200 /il par boite. Le 
lendemaln, les colonies sont comptees et 1 "ef f Icaclte 

15 de transformation calculee. 

1.3.4 Clonaoe de fragments de digestion 
enzymatique 

L*ADN a doner a ete dlgere par une 
endonuclease de restriction BamHI . De la meme manlere 

20 le plasmlde pUC18 a - ete dlgere. Les fragments Issus 
d • un cosmlde pYUB18 recombinant d ' Interet ont ete 
ligatures dans le plasmlde vecteur par 1 " actlvlte de 
1 • enzyme T4 DNA llgase (Amersham) . La ligation a ete 
effectuee dans un volume de 20^il a 16 *C pendant une 

25 nult . Tout le melange de ligation a ete utilise pour 
la transformation dans E . coll XLl-Blue . Apres 
1 'expression phenotyplque toutes les bacteries sont 
etalees sur boites ML-amplcllllne a 25 pg/ml, IPTG, X- 
Gal . Les clones recombinants ne permettant plus 

30 1 'alpha-complementation ont ete reperes par la couleur 
blanche des colonies. 

Les clones recombinants ont ete etudles apres 
purification par clonage. L'ADN plasmldlque a ete 
extralt par lyse alcallne puis analyse sur gel 

35 d • agarose a 8 % avant ou apres digestion par 
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1 ' endonuclease de restriction BamH I. 

1.3.5 Construction d*une carte de restriction 

Les plasmldes recombinants pLA34 et pIA4, 
contenant un Insert de 3 kb BamH I-BamH I clone dans 
5 les deux orientations, ont ete digeres par les 
differentes endonucleases de restriction, presentant un 
site dans le lieur multlslte (polylinker) de pUClS. 
Des digestions simples et doubles k I'aide des 
endonucleases de restriction, BamH I, Hind III, Sph I, 
10 Xba I, Sal I, Kpn I, EcoR I, Sma I ont ete effectuees 
puis analysees en gel d* agarose a 0,8 %• Apres 
coloration de 1*ADN au bromure d*ethidium la taille 
des differents fragments est determlnee en fonction de 
leur distance de migration par rapport a des marqueurs 
15 (un temoin Interne de laboratoire, le plasmide pKN 
digere par Pvu II) . 

1.4. Methodes de detection des proteines . 

1.4.1. Technique ELISA 

Un test ELISA en competition a ete utilise pour 

20 mesurer la concentration des proteines 45/47 kDa 
presentes dans differentes preparations issues de 
cultures bacteriennes , a l*aide d'un serum polyclonal 
(Romaln et al . , 1993, precedemment cites). 

Ce serum polyclonal de lapin a ete obtenu 

25 centre les proteines 45/47 kDa par une technique 
classique d * Immunisation: injection de 50 fig de 
proteines purifiees en adjuvant de Freund incomplet et 
de 25 fjg un mois plus tard. 

Les puits d'une premiere microplague sont 

30 recouverts soit par les proteines purifiees en 
solution a la concentration de 1 pg/ml en tampon 
carbonate soit par un surnageant de Mycobacterium 
bovls BCG de 15 jours a la concentration de 10 ;ig/ml . 
La fixation des antlgenes est effectuee pendant une 

35 heure a 37 *C, puis la microplaque est lavee 5 fois au 
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PBS. Dans une seconde incubation l@s puits sont 
satures par une solution de PBS gelatine 0^5 %, 
butanol 4%, pendant une heure a 37 *C. La mlcroplaque 
est ensuite lavee 5 fois au PBS-Tween 0,1 %. 
5 Le test est effectue de la maniere suivante: 

Incubation dans une seconde microplague de SO 
/il du surnageant a analyser a des dilutions 
differentes (pur, 1/2, 1/4, 1/8, etc..) dans du PBS- 
Tween 0,1 % , gelatine 0,25%, butanol 4%, et de 50/il 

10 du serum de lapin prepare a la dilution 1/4000 dans du 
PBS-tween 0,1 %, gelatine 0,25 %, butanol 4%, une 
heure a 37 *C, puis trans fert sur la premiere 
microplaque du melange et incubation une heure a 37 'C, 
La microplaque est ensuite lavee 10 fois au PBS-tween 

15 0,1 %. Enfin, un anticorps conjugue anti IgG H + L 
anti-lapin (BioSys) marque a la phosphatase alcaline, 
prepare a la dilution du 1/4000 dans du PBS-tween 0,1 
%, gelatine 0,25%, butanol 4%, a ete incube une heure 
a 37'C. La microplaque est lavee 10 fois au PBS-tween 

20 0,1%. 

Le substrat de 1' enzyme, le para-nitro-phenyl- 
phosphate (pNPP) est enfin incube a la concentration 
de 40 mg/2 4ml en tampon NaHCOg, MgCl2 pH 9,6 pendant 
une heure ou une nuit. Les DO sont lues a 414 nm et 
25 690 nm par le lecteur Titerteck Twinreader. 

1.4.2> Technique d ' immuno-empreinte 
La technique classique d * electrophorese en gel 
denaturant SDS-PAGE a ete utilisee { Laemmli, Nature 
1970, 277:680-685), suivie d'un electrotransf ert sur 
30 membrane de PVDF (Towbin et al . Proc, Natl, Acad. Sci. 

USA 1979, 76:4350-4354, Pluskal et al • Biotechniques 
1986, 4: 272-283). 

Les echantillons analyses sur gel sont 
quantitativement mesures: en pg de lyophilisat pour 
35 les surnageants de M.smegmatis (5 ng sont deposes), en 
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fig de protelnes pour les lysats de E.coll (25 sont. 
deposes ) . 

Les protelnes purl flees de M.bovls BCG sont 
deposees sur gel a ralson de 0,25 pg de prot6ines par 
5 piste. 

Les protelnes transferees sur , membrane sont 
revelees par le serum polyclonal de lapln a une 
dilution au l/500e pour les protelnes exprlmees dans 
les mycobacteries . 

10 Pour reveler les protelnes recombinantes dans 

E.coli, ces anticorps polyclonaux ont ete purifies sur 
une colonne DEAE (Trisacryl^) , puis les 
immunoglobulines obtenues absorbees sur un lysat de 
E.coli immobilise sur colonne Sepharose-4B active par 

15 le bromure de cyanogene (Pharmacia) (Maniatis et coll, 
1982). Les anticorps non retenus sont conserves en 
pool a 4*C et utilises pour reveler les protelnes 
transferees sur membrane a une dilution au 1/lOOe. 

Un conjugue anti-Ig H + L (Bio-Sys), specif ique 

20 d*espece, marque par la phosphatase alcaline, est 
utilise pour reveler les anticorps precedents a une 
dilution au 1/3000. Enfin I'activite phosphatase 
alcaline est revelee par deux substrats artificiels 
chromogenes : le bleu de tetrazolium et le 5-bromo 4 

25 chloro 3-indolyl phosphate. 

1.5. Seouencaoe de I'ADN; 

Le sequengage nucleotidique a ete ef f ectue par 
1 'utilisation d*un ensemble de clones obtenus par 
dlfferentes deletions a partlr des deux clones pLA34 
30 et pLA4 . Les deletions ont ete cholsies en fonction de 
la carte de restriction etablle. 

Le sequengage a ete effectue a partlr des 
matrices d'ADN plasmidique double-brin. La technique 
de Sanger a ete appliquee par 1 ' utilisation du kit T7 
35 Sequencing (Pharmacia) et du ''^S ATP. 
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La sequence a ete obtenue a l*alde de 
different:s clones deletes et des amorces universelles 
(Direct and Reverse Primers) du plasmide pUC18, puis 
d ' oligonucleotides synthetiques • 
5 Les sequences ont ete etablies sur les deux 

brins complementaires« 

Les zones de compression dues au pourcentage 
eleve en GC de 1*ADH genomlque de M. tuberculosis (65%) 
ont ete sequencees a I'aide du kit T7 Deaza G/A 
10 Sequencing (Pharmacia) contenant un analogue chimique 
du dCTP, le 7-Deaza dGTP^ 

1.6^ Analyse des sequences; 

Les comparaisons et assemblages des sequences 
contlgues obtenues ont ete effectues a 1* a4.de du 
15 programme STADEN sur Unix. Les homologies de sequences 
recherchees pazrml les sequences des banques de donnees 
EMBL et Gen-Bank ont ete faites en utilisant les 
progr£unmes FASTA et T-FASTA de GCG« 

2) Resultats 

20 2,1 Clonage et expression des proteines de 

45/47 kPa de M« tuberculosis daris M, smecrmatis , 

2,1>1« Crlblaqe d'une banque oenomique 
d'expression de M. tuberculosis dans M.smeqmatis, 

La banque genomlque utilisee (Jacobs et al • , 

25 1991 precedemment cites) a ete construite par clonage 
de fragments de 40 kb issus d*une digestion genomlque 
partielle par 1 *endonuclease de restriction Sau 3a 
dans le vecteur cosmidique pYUBlS. La taille du 
genome, estimee par electrophorese en champs pulse a 

30 4200 kb est done contenue dans environ 100 a 150 
clones • 

Un test ELISA en competition permettant de 
doser les proteines en milieu liquide a ete utilise 
(Romain et al., 1993, precedemment cites). II permet 
35 de detecter et de definir une quantite de proteines de 
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45/47 kDa dans les surnageants de culture de M*bovls 
BCG de 7 Jours (figure 8). 

Ce test: presente des avantages : une bonne 
sensiblllte, c'est-a-dire la capaclte de d6tecter une 
5 quantite de I'ordre de 1 ng/ml de protelnes en milieu 
llquide a l*aide d'un serum polyclonal dilu6 au 
l/8000e (Remain et al • 1993, precedemment cites) et 
une facilite de mise en oeuvre pour cribler une serie 
d • echanti lions rapidement • 

10 Une serie de 400 clones recombinants 

pYUBlS : :M. tuberculosis H37Rv, electropores dans M. 
smegmatis, a ete criblee. 

Pour cela, les differents clones ont ete 
cultives pendant 7 jours en milieu 7H9 + OADC. Les 

15 proteines recombinantes sont recherchees dans ce test 
en analysant les surnageants obtenus apres 
centrif ugation des cultures. 

Trois clones ont ete trouves capables 
d'exprimer des proteines reconnues par les anticorps 

20 polyclonaux specifiques des proteines de 45/47 kDa de 
M.bovis BCG (figure 8). Lors de ce premier criblage 
les puits des plaques de microti tration etaient 
recouverts par un surnageant de culture de M.bovis BCG 
dans lequel les proteines de 45/47 kDa ont ete 

25 evaluees a 2% de la masse totale. Les trois clones 
selectionnes ont ete confirmes dans une seconde 
experience dans laquelle les puits des plaques de 
microtitration etaient recouverts par les proteines de 
45/47 kDa purifiees. 

30 2.1.2 Analyse oenetioue des cosmldes 

recombinants selectionnes , 

Dans le but d • etudier les differents cosmldes 
selectionnes, ceux-ci ont ete electropores dans E.coli 
NM554 apres extraction de I'ADN de M. smegmatis par 

35 lyse alcaline modifiee. L'obtention de I'ADN 
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extrachrosomique de mycobacterles est en effet un 
point difficile du a la complexlte de la parol 
difficile a lyser d'une part et au faible nombre de 
copies des vecteurs qui a ete determine de 3 a 10 en 
5 moyenne par bacterie. Les trois clones transformes 
dans E.coli NM554 ont ete isoles sur boites ML- 
kanamycine, 1*ADN cosmidique, extrait par lyse 
alcaline a ete analyse en gel d* agarose a 0,8%. 

Les trois clones presentent un ADN de taille 

10 superieure a 50 kb. Une digestion par 1 'endonuclease 
de restriction BamH I a ete effectuee pour distinguer 
les prof lis de ces trois cosmides selectionnSs • Ceux* 
ci se sont reveles identiques (figure 9), Les prof lis 
montrent une bande de 12 kb correspondant au vecteur 

15 pYUBlS, puis une serie de bandes de plus bas poids 
moleculaire correspondant au fragment de I'ADN clone 
(environ 40 kb) . Compte-tenu du nombre de bandes 
obtenues et de leur localisation en gel, on peut 
estimer que les cosmides isoles etaient identiques. 

20 Differentes digestions du seul cosmide pLAl, 

par les endonucleases de restriction presentant des 
sites de coupures plus ou moins frequents pour un ADN 
riche en G + C ont ete effectuees dans le but de 
distinguer des fragments de longueurs moyennes et 

25 suffisantes pour contenir le ou les genes de structure 
des proteines de 45/47 kDa et d'effectuer un sous- 
clonage de ceux-cl ( figure 10) . 

2.1.3. Expression des proteines de 45/47 kPa de 
M . tuberculosis dans M.smeQmatis. 

30 Le cosmide pLAl, contenant un insert d' environ 

40 kb, permet 1 'expression de proteines recombinantes 
dans M.smegmatis, detectees dans un surnageant de 
culture par des anticorps polyclonaux. 

Afin de determiner la taille approximative des 

35 proteines exprimees, un surnageant de culture de 7 
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jours lyophUlse a ete analyse en Ixiununo-emprelnte . 
Les protelnes recombinantes exprimees dans H.smegmatls 
presentent deux polds moleculalres de 45/47 kDa 
apparents Identiques a celles exprimees dans M.bovls 
5 BCG (figure 11) . 

Dans une autre experience, le niveau 
d* expression de ces proteines recombinantes dans 
M.smegmatis a ete compare a celui dans M.bovis BCG. 
Une quant ite determinee de proteines de surnageants 

10 lyophilises est utilisee lors d'un dosage en test 
ELISA en competition • Differentes concentrations des 
surnageants lyophilises sont mises en presence d'uhe 
dilution au l/8000e du serum polyclonal de lapin. 
M.smegmatis recombinant permet 1' expression de 

15 proteines en quantite environ 5 fois plus Importante 
que M.bovis BCG (figure 12). 

Un sous-clonage de cet insert ainsi que 
1' analyse des proteines recombinantes dans un hote 
heterologue (E.coli) ont ete effectues afin de 

20 determiner le nombre de genes codant pour ces 
proteines. 

2.2. Clonaqe et expression des proteines de 
45/47 kPa de M . tuberculosis dans E.coli. 

2.2.1. Sous-clonaqe et expression des proteines 
25 de 45/47 kPa dans E.coli. 

Lorsque pLAl a ete trans forme dans un hote 
heterologue E.coli NM554, aucune proteine recombinante 
n'a ete detectee dans les surnageants de culture ou 
lysats bacteriens. Dans le but de favoriser 
30 1* expression de ces proteines, un sous-clonage des 
fragments issus d'une digestion BamH I du cosmide a 
ete effectue dans le plasmide pUClB ( Yanisch-Perron et 
al. Gene, 1985, 33:103,119). 

Les plasmides recombinants 

35 pUClB : :M. tuberculosis transformes dans E.coli XLl-Blue 
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ont ete selectlonnes par defaut d * expression de la 
beta-galactosldase de la bacterle hotie. L*ADN 
plasmidique de chaque clone "blanc" d'une serle de 36 
clones) a ete prepare par lyse alcallne et dlgere par 
5 1 * endonuclease de restriction BamH I. 

La taille des plasmldes obtenus observee en gel 
d* agarose montre plusleurs prof lis , Indlquant que les 
plasmldes recombinants sont dlfferents (figure 13A) • 

La t allle des Inserts clones 'egalement observee 

10 en gel d' agarose montre des prof lis de restriction 
dlfferents (figure 13B) « Ces prof lis presentent tous 
un fragment de 2,8 kb correspondant au vecteur pUC18 
et une serle de fragments de tallies dlf ferentes 
correspondant aux Inserts clones. 

15 Tous les fragments de la digestion ont ete 

clones seuls , par deux ou par trols excepte le 
fragment de 12 kb qui par sa grande tallle est 
dlf f icilement clonable. 

Les 36 clones selectlonnes ont ete crlbles sur 

20 leur capaclte a Indu-lre une expression de protelnes 
recomblnantes dans E.coll XLl-Blue, Cette experience a 
ete ef f ectuee dans le meme test ELISA en competition 
que precedemment • 

Aucune proteine recombinante n'a ete detectee 

25 dans les surnageants de culture bacterlenne • Par 
centre, des protelnes recomblnantes ont ete detectees 
dans les lysats bacterlens de clones contenant tous au 
moins un Insert de 3 kb. 

Le niveau d* expression des protelnes mesure 

30 dans ce test apparait influence par la tallle des 
plasmldes. Parmi les 36 clones etudles, 2 clones 
permettant une expression, le pLA34 et le pLA35, 
contenant respectivement des inserts de 3kb et 7 kb 
ont ete trouves . Celle-ci est plus importante pour le 

35 pLA34 comme le montrent les resultats du tableau 1 
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(cl-apres ) • 

2.2.2. Carte de restriction des clones pLA34 et 
PLA34-2 . 

Une carte de restriction du plasmlde pLA34 a 
5 ete etablle, sltuant dlfferents sites de coupure 
d * endonucleases ' de restriction courantes, presents 
dans le lleur multislte (polyllnker) de pUCl8 (figure 
14) • Un site unique de restriction EcoR I separe 
1* Insert de 3 kb en deux fragments de 2 kb et 1 kb. 

10 Un clone, le pI»A34-2 presentant un Insert de 2 

kb BamH I-EcoR I a ete constrult a partlr du precedent 
par deletion. Celul-ci permet egalement 1 'expression 
de protelnes recomblnantes detectees dans des lysats 
bacterlens (figure 15) • 

15 L* analyse des lysats bacterlens en Inimuno*- 

empreinte montre des protelnes de deux polds 
moleculaires de 45 et 47 kDa, apparemment Identlques 
aux protelnes natives exprlmees dans M.bovls BCG 
(figure 16) • 

20 2.2.3. Analyse de la sequence nucleotldiaue 

codant pour les protelnes de 45/47 kPa de 
M, tuberculosis H37Rv: 

La sequence nucleotidlque complete du gene qui 
code pour les protelnes de 45/47 kDa, la sequence en 

25 amont et la sequence dedulte en acldes amines sont 
presentees sur la sequence SEQ ID N* 1 et SEQ ID N* 2. 
L'unique gene permettant 1 * expression du doublet de 
protelnes presente 975 paires de bases entre la 
position 1082 et la position 2056 Indus de la 

30 sequence nucleotidlque. 

Une sequence consensus de fixation au rlbosome 
(Shine Dalgarno) a ete reperee en amont du gene. 

Le gene presente un haut pourcentage en GC de 
69,4 % comparatlvement au GC de 65% pour 

35 M. tuberculosis • 
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La proteine dedulte du gene presence une 
sequence signal typlque avec un site de clivage ANA de 
la signal peptidase. 

Le gene code pour une protelne de 325 amino- 
5 acldes qui comporte une sequence signal de 39 amino- 
acldes. 

Les resultats obtenus par analyse blochlmlque 
de la composition en acldes amines des protelnes 
purlfiees de M.bovls BCG et de M . tuberculosis compares 

10 a ceux dedults de la sequence protelque sont en bon 
accord (tableau 2). Cecl permet de conclure sur 
1* existence d*un seul gene qui permet 1* expression de 
protelnes de deux polds moleculalres dans 
Mycobacterium smegmatls et E.coll. 

15 2,2.4. Analyse de la sequence protelque et 

comparalson de sequences: 

Le polds moleculalre calcule a partlr de la 
sequence dedulte en acldes amines est de 28/7 kDa. 

Le point Isoelectrlque calcule est de 4,36. Ce 

20 dernier resultat se -trouve egalement en bon accord 
avec une determination blochlmlque du point 
Isoelectrlque effectuee sur les protelnes purlfiees de 
M.bovls BCG. 

La sequence dedulte en acldes amines montre un 

25 pourcentage en proline et alanine Important (21,8% et 
19,1%). 

La sequence entlere montre une homologle avec 
une protelne recemment decrlte de Mycobacterium 
leprae. Les deux sequences sont comparees sur la 
30 figure 17. Le score d* homologle entre les deux 
protelnes est de 65,4%. Cette protelne decrlte chez 
Mycobacterium leprae presente egalement une sequence 
signal typlque des protelnes secretees. 

Le prof 11 d'hydrophoblcite de la protelne 
35 dedulte de M. tuberculosis , objet de la presente 
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invention {SEQ ID N* 2) a ete etabll. II est 
represente . sur la figure 18. 

TABLEAU 1: Clonaae dans pUCIB d'un insert de 3 kb 
permettant 1 'expression de proteines recombinantes 



Clones 
pUC18: 
M. tuberculosis 


Taille des 
inserts 


Expression 

des 
proteines 
ELISA 


N'34 


3 kb 


+ + 


N*35 


3 kb + 4 kb 


+ 


N*4 


3 kb 




n*17 


3 kb + 4 kb 
+ 1,1 kb 





BNSOCXIID: <WO 9623885A1 J_> 



PCT/FE96/00166 



42 



TABLEAU 2 



10 



Composition en acldes amines des proteines de 

M . tuberculosis 
et M.bovis BCG de 45/47 kDa et de M. leprae de 27/32 

kDa 

Sequence deduite Analyse 

chimique* 

, (% en moles) (% en moles) 

Residu M. lepra e M. tuber , M. tuber M.bovis 



15 



20 



25 



30 



35 













BCG 


A 


= Ala 


13.3 


18.5 


19.2 


19.2 


B 


= Asx 


- 


— 


10.4 


10.6 


C 


= Cys 


0.4 


O 


< 0.5 


< 0.5 


D 


= Asp 


4.8 


5.2 


— 




E 


= Glu 


4.8 


3.1 


— 





F 


= Phe 


2.0 


2.5 


2.4 


2.2 


G 


= Gly 


8.0 


7.0 


7.1 


7.4 


H 


= His 


0.8 


0.3 


0.4 


0.4 


I 


= He 


5.2 


2.5 


2.2 


2.3 


K 


= Lys 


2.8 


2.5 


2.7 


2.9 




= Leu 


6.8 


4.2 


4.4 


4.7 


M 


= Met 


0.8 


0.7 


0.5 


0.5 


N 


= Asn 


4.0 


4.5 






P 


= Pro 


13 . 3 


21.7 


20.9 


21.9 


Q 


= Gin 


3.2 


2.8 






R 


= Arg 


2.8 


2.8 


2.7 


2.5 


S 


= Ser 


9.6 


5.9 


5.6 


5.0 


T 


= Thr 


4.8 


6.3 


5.7 


5.4 


V 


= Val 


8.0 


5.9 


6.2 


5.8 


W 


= Trp 


1.2 


1.4 


N.D. 


N.D. 


Y 


= Tyr 


2.8 


2.1 


2.2 


2.2 


Z 


= Glx 






6.3 


6.0 


* 


Asx = Asp 


+ Asn 









Glx = Glu + Gin 
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LISTE DE SEQUENCES 



(1) INFORMATIONS GENERALES : 



(i) DEPOSANT: 

(A) NOM: INSTITUT PASTEUR 

(B) RUE: 28, rue du Docteur Roux 

(C) VILLE: PARIS 

(E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 75724 

(G) TELEPHONE: 4 568 8000 

(H) TELECOPIE: 43 06 98 35 

(I) TELEX: 250609 F 



(ii) TITRE DE L- INVENTION: PROTEINES DE MYCOBACTERIES , MICROORGANISMF^ 
LES PRODUISANT ET LEURS UTILISATIONS VACCINALES ET pS2r^ 
DETECTION DE LA TUBERCULOSE ET POUR LA 

(iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 3 

(Iv) FORME DECHIFFRABLE PAR ORDINATEUR: 

(A) TYPE DE SUPPORT: Floppy disk 

(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEME D' EXPLOITATION: PC-DOS/MS-DOS 

(D) LOGICIEL: Patentin Release #1.0, Version #1,30 (OEB) 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 1: 

(1) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 2061 palres de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: double 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(11) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomlque) 
(111) HYPOTHETIQUE : NON 
(Iv) ANTI-SENS: NON 



(Ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: CDS 

(B) EMPLACEMENT: 1082, .2057 
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(xl) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1: 



GTGCTCGGGC 


CCAACGGTGC 


GGGCAAGTCC 


ACCGCCCTGC 


ATGTTATCGC 


GGGGCTGCTT 


60 


CGCCCCCGAC 


GCGGGCTTGG 


TACGTTTGGG 


GGACCGGGTG 


TTGACCGACA 


CCGAGGCCGG 


120 


GGTGAATGTG 


GCGACCCACG 


ACCGTCGAGT 


CGGGCTGCTG 


TTGCAAGACC 


CGTTGTTGTT 


180 


TCCACACCTG 


AGCGTGGCCA 


AAAACGTGGC 


CTTCGGACCA 


CAATGCCGTC 


GCGGGATGTT 


240 


TGGGTCCGGG 


CGCGCGCTAG 


GACAAGGGCG 


TCGGCACTGC 


GATGGCTGCG 


CGAGGTGAAC 


300 


GCCGAGCAGT 


TCGCCGACCG 


TAAGCCTCGT 


CAGCTATCCG 


GGGGCCAAGC 


CCAGCGCGTC 


360 


GCCATCGCGC 


GAGCGTTGGC 


GGCCGAACCG 


GATGTGTTGC 


TGCTCGACGA 


GCCGCTGACC 


420 


GGACTCGATG 


TGGCCGCGGC 


CGCGGGTATC 


CGTTCGGTGT 


TGCGTAGTGT 


CGTCGCGAGG 


480 


AGCGGTTGCG 


CGGTAGTCCT 


GACGACCCAT 


GACCTGCTGG 


ACGTGTTCAC 


GCTGGCCGAC 


540 


CGGGTATTGG 


TGCTCGAGTC 


CGGCACGATC 


GCCGAGATCG 


GCCCGGTTGC 


CGATGTGCTT 


600 


ACCGCACCTC 


GCAGTCGTTT 


CGGAGCCCGT 


ATCGCCGGAG 


TCAACCTGGT 


CAATGGGACC 


660 


ATTGGTCCGG 


ACGGCTCGCT 


GCGCACCCAG 


TCCGGCGCCC 


ACTGGTACGG 


CACCCCGGTC 


720 


CAGGATTTGC 


CTACTGGGCA 


TGAGGCAATC 


GCGGTGTTCC 


CGCCGACGGC 


GGTGGCGGTG 


780 


TATCCGGAAC 


CGCCGCACGG 


AAGCCCGCGC 


AATATCGTCG 


GGCTGACGGT 


GGCGGAGGTG 


840 


GATACCCGCG 


GACCCACGGT 


CCTGGTGCGC 


GGGCATGATC 


AGCCTGGTGG 


CGCGCCTGGC 


900 


CTTGCCGCAT 


GCATCACCGT 


CGATGCCGCC 


ACCGAACTGC 


GTGTGGCGCC 


CGGATCGCGC 


960 


GTGTGGTTCA 


GCGTCAAGGC 


GCAGGAAGTG 


GCCCTGCACC 


CGGCACCCCA 


CCAACACGCC 


1020 


AGTTCATGAG 


CCGACCCGCG 


CCGTCCTTGC 


GTCGCGCCGT 


TAACACGGTA 


GGTTCTTCGC 


1080 


C ATG CAT I 


CAG GTG GAC 


CCC AAC TTG ACA CGT CGC AAG GGA CGA TTG 


1126 



Met His Gin Val Asp Pro Asn Leu Thr Arg Arg Lys Gly Arg Leu 
15 10 15 



GCG GCA CTG GCT ATG GCG GCG ATG GCC AGC GCC AGC CTG GTG ACC GTT 1174 

Ala Ala Leu Ala lie Ala Ala* Met Ala Ser Ala Ser Leu Val Thr Val 

20 25 30 

GCG GTG CCC GCG ACC GCC AAC GCC GAT CCG GAG CCA GCG CCC CCG GTA 1222 

Ala Val Pro Ala Thr Ala Asn Ala Asp Pro Glu Pro Ala Pro Pro Val 
35 40 45 

CCC ACA ACG GCC GCC TCG CCG CCG TCG ACC GCT GCA GCG CCA CCC GCA 12 70 

Pro Thr Thr Ala Ala Ser Pro Pro Ser Thr Ala Ala Ala Pro Pro Ala 

50 55 60 
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CCG GCG ACA CCT GTT GCC CCC CCA CCA CCG GCC GCC GCC AAC ACG CCG 131fi 
Pro Ala Thr Pro Val Ala Pro Pro Pro Pro Ala Ala Ala Asn Thr Pro 
65 70 75 

AAT GCC CAG CCG GGC GAT CCC AAC GCA GCA CCT CCG CCG GCC GAC CCG 1366 
Asn Ala Gin Pro Gly Asp Pro Asn Ala Ala Pro Pro Pro Ala Asp Pro 
80 85 90 95 

AAC GCA CCG CCG CCA CCT GTC ATT GCC CCA AAC GCA CCC CAA CCT GTC 1414 
Asn Ala Pro Pro Pro Pro Val He Ala Pro Asn Ala Pro Gin Pro Val 

100 105 110 

CGG ATC GAC AAC CCG GTT GGA GGA .TTC AGC TTC GCG CTG CCT GCT GGC 
Arg He Asp Asn Pro Val Gly Gly Phe Ser Phe Ala Leu Pro Ala Glv 
115 120 125 

TGG GTG GAG TCT GAC GCC GCC CAC TTC GAC TAC GGT TCA GCA CTC CTC 
Trp Val Glu Ser Asp Ala Ala His Phe Asp Tyr Gly Ser Ala Leu Leu 
130 135 140 

AGC AAA ACC ACC GGG GAC CCG CCA TTT CCC GGA CAG CCG CCG CCG GTG 
Ser Lys Thr Thr Gly Asp Pro Pro Phe Pro Gly Gin Pro Pro Pro Val 
145 150 155 

GCC AAT GAC ACC CGT ATC GTG CTC GGC CGG CTA GAC CAA AAG CTT TAC 1606 
Ala Asn Asp Thr Arg He Val Leu Gly Arg Leu Asp Gin Lys Leu Tvr 
^60 165 170 175 

GCC AGC GCC GAA GCC ACC GAC TCC AAG GCC GCG GCC CGG TTG GGC TCG 1654 
Ala Ser Ala Glu Ala Thr Asp Ser Lys Ala Ala Ala Arg Leu Glv Ser 

180 185 190 

GAC ATG GGT GAG TTC TAT ATG CCC TAC CCG GGC ACC CGG ATC AAC CAG 1702 
Asp Met Gly Glu Phe Tyr Met Pro Tyr Pro Gly Thr Arg He Asn Gin 
195 200 205 

GAA ACC GTC TCG CTC GAC GCC AAC GGG GTG TCT GGA AGC GCG TCG TAT 1750 
Glu Thr Val Ser Leu Asp Ala Asn Gly Val Ser Gly Ser Ala Ser Tvr 
210 215 220 

TAC GAA GTC AAG TTC AGC GAT CCG AGT AAG CCG AAC GGC CAG ATC TGG 179 8 

Tyr Glu Val Lys Phe Ser Asp Pro Ser Lys Pro Asn Gly Gin He Tro 
225 230 235 

ACG GGC GTA ATC GGC TCG CCC GCG GCG AAC GCA CCG GAC GCC GGG CCC 184 6 

Thr Gly Val He Gly Ser Pro Ala Ala Asn Ala Pro Asp Ala Gly Pro 
240 245 250 255. 

CCT CAG CGC TGG TTT GTG GTA TGG CTC GGG ACC GCC AAC AAC CCG GTG 1894 
Pro Gin Arg Trp Phe Val Val Trp Leu Gly Thr Ala Asn Asn Pro Val 

260 265 270 

GAC AAG GGC GCG GCC AAG GCG CTG GCC GAA TCG ATC CGG CCT TTG GTC 1942 
Asp Lys Gly Ala Ala Lys Ala Leu Ala Glu Ser He Arg Pro Leu Val 
275 280 285 
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GCC CCG CCG CCG GCG CCG GCA CCG GCT CCT Gra ™ 

AX. Pro P„ P„ P„ „ =JJ «G CCC CCT CCC CCC 

'^^^ 300 
CCG GCG CCG GCC GGG GAA GTC GCT CCT ACC rrr az-o 

pro «. p„ .1. ?| ?s ;s 

CAG CGG ACC TTA CCG GCC T GACC 
Gin Arg Thr L.eu Pro Ala 
320 325 



1990 



2038 



2061 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 2: 

(1) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE- 
(A) LONGUEUR: 325 acides amines ' 

-( B) -TYPE-: acide amine 

(D) CONFIGURATION: llnealre 

(11) TYPE DE MOLECULE: protelne 
(xl) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID 

Met His Gin Val Asp Pro Asn Leu Thr Arg Arg 

5 10 

Ala Leu Ala He Ala Ala Met Ala Ser Ala Ser 
20 25 

Val Pro Ala Thr Ala Asn Ala Asp Pro Glu Pro 

Thr Thr Ala Ala Ser Pro Pro Ser Thr Ala Ala 
30 55 

Ala Thr Pro Val Ala Pro Pro Pro Pro Ala Ala 

70 75 

Ala Gin Pro Gly Asp Pro Asn Ala Ala Pro Pro 

85 90 

Ala Pro Pro Pro Pro Val He Ala Pro Asn Ala 
100 105 

He Asp Asn Pro Val Gly Gly Phe Ser Phe Ala 
^•15 120 



NO : 2 : 

Lys Gly Arg Leu Ala 
15 

Leu Val Thr Val Ala 
30 

Ala Pro Pro Val Pro 
45 

Ala Pro Pro Ala Pro 
6 0 

Ala Asn Thr Pro Asn 

80 

Pro Ala Asp Pro Asn 
95 

Pro Gin Pro Val Arg 
HO 



Val Glu Ser Asp Ala Ala His Phe Asp Tyr Glv 
130 135 

Lys Thr Thr Gly Asp Pro Pro Phe Pro Gly Gin 

155 



Leu Pro Ala Gly Trp 
125 ^ 



Ser Ala Leu Leu Ser 
140 

Pro Pro Pro Val Ala 
160 
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Asn Asp Thr Arg lie V^l Leu Gly Arg Leu Asp Gin Lys Leu Tyr Ala 

165 170 175 

Ser Ala Glu Ala Thr Asp Ser Lys Ala Ala Ala Arg Leu Gly Ser Asp 
180 185 190 

Met Gly Glu Phe Tyr Met Pro Tyr Pro Gly Thr Arg He Asn Gin Glu 
195 200 205 

Thr Val Ser Leu Asp Ala Asn Gly Val Ser Gly Ser Ala Ser Tyr Tyr 
210 215 220 

Glu Val Lys Phe Ser Asp Pro Ser Lys Pro Asn Gly Gin He Trp Thr 
225 230 235 240 

Gly Val . He Gly Ser Pro Ala Ala Asn Ala Pro Asp Ala Gly Pro Pro 

245 250 255 

Gin Arg Trp Phe Val Val Trp Leu Gly Thr Ala Asn Asn Pro Val Asp 
260 265 270 

Lys Gly Ala Ala Lys Ala Leu Ala Glu Ser He Arg Pro Leu Val Ala 
275 280 285 

Pro Pro Pro Ala Pro Ala Pro Ala Pro Ala Glu Pro Ala Pro Ala Pro 
290 295 300 

Ala Pro Ala Gly Glu Val Ala Pro Thr Pro Thr Thr Pro Thr Pro Gin 
305 310 315 320 

Arg Thr Leu Pro Ala 

325 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 3: 

(1) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 2 86 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(C) NOMBRE DE BRINS: 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 
(lii) HYPOTHETIQUE : NON 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 3: 

Asp Pro Glu Pro Ala Pro Pro Val Pro Thr Thr Ala Ala Ser Pro Pro 
15 10 15 

Ser Thr Ala Ala Ala Pro Pro Ala Pro Ala Thr Pro Val Ala Pro Pro 
20 25 30 
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Pro Pro Ala Ala Ala Asn Thr Pro Asn Ala Gin Pro Gly Asp Pro Asn 
^5 40 45 

Ala Ala Pro Pro Pro Ala Asp Pro Asn Ala Pro Pro Pro Pro Val He 
5" 55 60 

Ala Pro Asn Ala Pro Gin Pro Val Arg He Asp Asn Pro Val Gly Glv 

70 75 ' 80 

Phe Ser Phe Ala Leu Pro Ala Gly Trp Val Glu Ser Asp Ala Ala His 

85 90 95 

Phe Asp Tyr Gly Ser Ala Leu Leu Ser Lys Thr Thr Gly Asp Pro Pro 
100 105 110 

Phe Pro Gly Gin Pro Pro Pro Val Ala Asn Asp Thr Arg He Val Leu 
115 120 125 

Gly Arg Leu Asp Gin Lys Leu Tyr Ala Ser Ala Glu Ala Thr Asp Ser 
130 135 140 

Lys Ala Ala Ala Arg Leu Gly Ser Asp Met Gly Glu Phe Tyr Met Pro 

150 155 160 

Tyr Pro Gly Thr Arg He Asn Gin Glu Thr Val Ser Leu Asp Ala Asn 

165 170 175 

Gly Val ser Gly Ser Ala Ser Tyr Tyr Glu Val Lys Phe Ser Asp Pro 
180 185 190 

Ser Lys Pro Asn Gly Gin He Trp Thr Gly Val He Gly Ser Pro Ala 
195 200 205 

Ala Asn Ala Pro Asp Ala Gly Pro Pro Gin Arg Trp Phe Val Val Trp 
210 215 220 

Leu Gly Thr Ala Asn Asn Pro Val Asp Lys Gly Ala Ala Lys Ala Leu 
225 230 235 240 

Ala Glu Ser He Arg Pro Leu Val Ala Pro Pro Pro Ala Pro Ala Pro 

245 250 255 

Ala Pro Ala Glu Pro Ala Pro Ala Pro Ala Pro Ala Gly Glu Val Ala 
260 265 270 

Pro Thr Pro Thr Thr Pro Thr Pro Gin Arg Thr Leu Pro Ala 
275 280 285 
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REVENDICATIONS 
!• Protelne present.ant au molns une partle de 



la sequence 


SEQ 


ID N*3 sulvan'te 


• 










Asp 


Pro 


Glu 


Pro 


Ala 


Pro 


Pro 


Val 


Pro 


Thr 


Thr 


Ala 


Ala 


Ser 


Pro 


Pro 


Ser 


Thr 


Ala 


Ala 


Ala 


Pro 


Pro 


Ala 


Pro 


Ala 


Thr 


Pro 


Val 


Ala 


Pro 


Pro 


Pro 


Pro 


Ala 


Ala 


Ala 


Asn 


Thr 


Pro 


Asn 


Ala 


Gin 


Pro 


Gly 


Asp 


Pro 


Asn 


Ala 


Ala 


Pro 


Pro 


Pro 


Ala 


Asp 


Pro 


Asn 


Ala 


Pro 


Pro 


Pro 


Pro 


Val 


He 


Ala 


Pro 


Asn 


Ala 


Pro 


Gin 


Pro 


Val 


Arg 


He 


Asp 


Asn 


Pro 


Val 


Gly 


Gly 


Phe 


Ser 


Phe 


Ala 


Leu 


Pro 


Ala 


Gly 


Trp 


Val 


Glu 


Ser 


Asp 


Ala 


Ala 


His 


Phe 


Asp 


Tyr 


Gly 


Ser 


Ala 


Leu 


Leu 


Ser 


Lys 


Thr 


Thr 


Gly 


Asp 


Pro 


Pro 


Phe 


Pro 


Gly 


Gin 


Pro 


Pro 


Pro 


Val 


Ala 


Asn 


Asp 


Thr 


Arg 


He 


Val 


Leu 


Gly 


Arg 


Leu 


Asp 


Gin 


Lys 


Leu 


Tyr 


Ala 


Ser 


Ala 


Glu 


Ala 


Thr 


Asp 


Ser 


Lys 


Ala 


Ala 


Ala 


Arg 


Leu 


Gly 


Ser 


Asp 


Met: 


Gly 


Glu 


Phe 


Tyr 


Met 


Pro 


Tyr 


Pro 


Gly 


Thr 


Arg 


He 


Asn 


Gin 


Glu 


Thr 


Val 


Ser 


Leu 


Asp 


Ala 


Asn 


Gly 


Val 


Ser 


Gly 


Ser 


Ala 


Ser 


Tyr 


Tyr 


Glu 


Val 


Lys 


Phe 


Ser 




Pro 


Ser 


Lys 


Pro 


Asn 


Gly 


Gin 


lie 


Trp 


Thr 


Gly 


Val 


He 


Gly 


Ser 


Pro 


Ala 


Ala 


Asn 


Ala 


Pro 


Asp 


Ala 


Gly 


Pro 


Pro 


Gin 


Arg 


Trp 


Phe 


Val 


Val 


Trp 


Leu 


Gly 


Thr 


Ala 


Asn 


Asn 


Pro 


Val 


Asp 


Lys 


Gly 


Ala 


Ala 


Lys 


Ala 


Leu 


Ala 


Glu 


Ser 


He 


Arg 


Pro 


Leu 


Val 


Ala 


Pro 


Pro 


Pro 


Ala 


Pro 


Ala 


Pro 


Ala 


Pro 


Ala 


Glu 


Pro 


Ala 


Pro 


Ala 


Pro 


Ala 


Pro 


Ala 


Gly 


Glu 


Val 


Ala 


Pro 


Thr 


Pro 


Thr 


Thr 


Pro 


Thr 


Pro 


Gin 


Arg 


Thr 


Leu 


Pro 


Ala 




2 


• 


Protielne 


selon 


la 


revendl call Ion 



caracterisee en ce qu*elle presente au molns une 

partie de la sequence SEQ ID N* 2 sulvante: 

Met His Gin Val Asp Pro Asn Leu Thr Arg Arg Lys Gly 

30 Arg Leu Ala Ala Leu Ala lie Ala Ala Met Ala Ser Ala 
Ser Leu Val Thr Val Ala Val Pro Ala Thr Ala Asn Ala 
Asp Pro Glu Pro Ala Pro Pro Val Pro Thr Thr Ala Ala 
Ser Pro Pro Ser Thr Ala Ala Ala Pro Pro Ala Pro Ala 
Thr Pro Val Ala Pro Pro Pro Pro Ala Ala Ala Asn Thr 

35 Pro Asn Ala Gin Pro Gly Asp Pro Asn Ala Ala Pro Pro 
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Pro Ala Asp Pro Asn Ala Pro Pro Pro Pro Val lie Ala 
Pro Asn Ala Pro Gin Pro Val Arg He Asp Asn Pro Val 
Gly Gly Phe Ser Phe Ala Leu Pro Ala Gly Trp Val Glu 
Ser Asp Ala Ala His Phe Asp Tyr Gly Ser Ala Leu Leu 
Ser Lys Thr Thr Gly Asp Pro Pro Phe Pro Gly Gin Pro 
Pro Pro Val Ala Asn Asp Thr Arg He Val Leu Gly Arg 
Leu Asp Gin Lys Leu Tyr Ala Ser Ala Glu Ala Thr Asp 
Ser Lys Ala Ala Ala Arg Leu Gly Ser Asp Met Gly Glu 
Phe Tyr Met Pro Tyr Pro Gly Thr Arg He Asn Gin Glu 
Thr Val Ser Leu Asp Ala Asn Gly Val Ser Gly Ser Ala 
Ser Tyr Tyr Glu Val Lys Phe Ser Asp Pro Ser Lys Pro 
Asn Gly Gin He Trp Thr Gly Val He Gly Ser Pro Ala 
Ala Asn Ala Pro Asp Ala Gly Pro Pro Gin Arg Trp Phe 
Val val Trp Leu Gly Thr Ala Asn Asn Pro Val Asp Lys 
15 Gly Ala Ala Lys Ala Leu Ala Glu Ser He Arg Pro Leu 
Val Ala Pro Pro Pro Ala Pro Ala Pro Ala Pro Ala Glu 
Pro Ala Pro Ala Pro Ala Pro Ala Gly Glu Val Ala Pro 
Thr Pro Thr Thr Pro Thr Pro Gin Arg Thr Leu Pro Ala 

3. Proteine hybrlde comprenant au molns une 
partie d'une des sequences SEQ ID N*2 ou SEQ ID N*3 
selon I'une des revendicatlons 1 et 2 et une sequence 
d'un peptide ou d'une proteine susceptible d'induire 
une reponse immunitaire . 

4. Proteine selon la revendicatlon 3, 
caracterlsee en ce que la reponse immunitaire est une 
reponse humorale et/ou une reponse cellulaire. 

5. Proteine selon I'une des revendicatlons 3 et 
4 caracterlsee en ce que le peptide ou la proteine est 
une partie, en partlculier un epitope, de la toxine 
diphterique, de la toxine tetanique, de I'antigene HBS 
du virus HBV, ou de I'antigene VPl du virus de la 
poliomyelite ou autre toxine ou antigene viral. 

6. Oligonucleotide codant pour une proteine 
selon I'une des revendicatlons 1 a 5. 

selon la revendicatlon 6 caracterise en 



20 



25 



30 
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ce qu'll presente au molns une partle de la sequence 
SEQ ID N*l suivante: 



5 GT GCTCGGGCCC AACGGTGCGG GCAAGTCCAC CGCCCTGCAT 

GTTATCGCGG GGCT6CTTCG CCCCCGACGC GGGCTTG6TA CGTTTGGGGG 
ACCGGGTGTT GACCGACACC GAGGCC6GGG TGAATGTGGC 6ACCCAC6AC 
CGTCGAGTCG GGCTGCTGTT GCAAGACCCG TTGTTGTTTC CACACCTGAG 
CGTGGCCAAA AACGTGGCCT TCGGACCACA ATGCCGTCGC 6GGATGTTTG 

10 GGTCCGGGCG CGCGCTAGGA CAAGGGCGTC GGCACTGCGA TGGCTGCGCG 
AGGTGAACGC CGAGCAGTTC GCCGACCGTA AGCCTCGTCA GCTATCCGGG 
GGCCAAGCCC AGCGCGTCGC CATCGCGCGA GCGTTGGCGG CCGAACCGGA 
TGTGTTGCTG CTCGACGAGC CGCTGACCGG ACTCGATGTG GCCGCGGCCG 
CGGGTATCCG TTCGGTGTTG CGTAGTGTCG TCGCGA6GAG CGGT^CGCG 

15 GTAGTCCTGA CGACCCATGA CCTGCTGGAC GTGTTCACGC TGGCCGACCG 

GGTATTGGTG CTCGAGTCCG GCACGATCGC CGAGATCGGC CCGGTTGCCG 
ATGTGCTTAC CGCACCTCGC AGTCGTTTCG GAGCCCGTAT CGCCGGAGTC 
AACCTGGTCA ATGGGACCAT TGGTCCGGAC GGCTCGCTGC GCACCCAGTC 
CGGCGCCCAC TGGTACGGCA CCCCGGTCCA GGATTTGCCT ACTGGGCATG 

20 AGGCAATCGC GGTGTTCCCG CCGACGGCGG TGGCGGTGTA TCCGGAACCG 
CCGCACGGAA GCCCGCGCAA TATCGTCGGG CTGACGGTGG CGGAGGTGGA 
TACCCGCGGA CCCACGGTCC TGGTGCGCGG GCATGATCAG CCTGGTGGCG 
CGCCTGGCCT TGCCGCATGC ATCACCGTCG ATGCCGCCAC CGAACTGCGT 
GTGGCGCCCG GATCGCGCGT GTGGTTCAGC GTCAAGGCGC AGGAAGTGGC 

25 CCTGCACCCG GCACCCCACC AACACGCCAG TTCATGAGCC GACCCGCGCC 

GTCCTTGCGT CGCGCCGTTA ACACGGTAGG TTCTTCGCCA TGCATCAGGT 
GGACCCCAAC TTGACACGTC GCAAGGGACG ATTGGCGGCA CTGGCTATCG 
CGGCGATGGC CAGCGCCAGC CTGGTGACCG TTGCGGTGCC CGCGACCGCC 
AACGCCGATC CGGAGCCAGC GCCCCCGGTA CCCACAACG6 CCGCCTCGCC 

30 GCCGTCGACC GCTGCAGCGC CACCCGCACC GGCGACACCT GTTGCCCCCC 
CACCACCGGC CGCCGCCAAC ACGCCGAATG CCCAGCCGGG CGATCCCAAC 
GCAGCACCTC CGCCGGCCGA CCCGAACGCA CCGCCGCCAC CTGTCATTGC 
CCCAAACGCA CCCCAACCTG TCCGGATCGA CAACCCGGTT GGAGGATTCA 
GCTTCGCGCT GCCTGCTGGC TGGGTGGAGT CTGACGCCGC CCACTTCGAC 

35 TACGGTTCAG CACTCCTCAG CAAAACCACC GGGGACCCGC CATTTCCCGG 

ACAGCCGCCG CCGGTGGCCA ATGACACCCG TATCGTGCTC GGCCGGCTAG 
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ACCAAAAGCT TTACGCCAGC GCCGAAGCCA CCGACTCCAA GGCCGCGGCC 
CGGTTGGGCT CGGACATGGG TGAGTTCTAT ATGCCCTACC CGGGCACCCG 
GATCAACCAG GAAACCGTCT CGCTCGACGC CAACGGGGTG TCTGGAAGCG 
CGTCGTATTA CGAAGTCAAG TTCAGCGATC CGAGTAAGCC GAACGGCCAG 
5 ATCTGGACGG GCGTAATCGG CTCGCCCGCG GCGAACGCAC CGGACGCCGG 

GCCCCCTCAG CGCTGGTTTG TGGTATGGCT CGGGACC6CC AACAACCCGG 
TGGACAAGGG CGCGGCCAAG GCGCTGGCCG AATCGATCCG GCCTTTGGTC 
GCCCCGCCGC CGGCGCCGGC ACCGGCTCCT GCAGAGCCCG CTCCGGCGCC 
GGCGCCGGCC GGGGAAGTCG CTCCTACCCC GACGACACCG ACACCGCAGC 
10 GGACCTTACC GGCCTGACC 

8, Mlcroorganlsme produisani: une proteine selon 

l*une des revendicatlons 1 a 5. 
15 9. Mlcroorganlsme selon la revendicatlon 8, 

caracterlse en ce que ladlte proteine est presente au 

molns en partie a sa surface* 

10. Mlcroorganlsme selon la revendlcatlon 9, 

caracterlse en ce qu'll est une bacterle. 
2 0 11, Mlcroorganlsme selon l*une des 

revendicatlons 8 a 10, caracterlse en ce qu*ll est une 

mycobacterle, en partlculler M.bovls BCG. 

12. Composition pharmaceutlque comprenant une 
quantlte efflcace d*une proteine ou d'un 

25 mlcroorganlsme selon I'une des revendicatlons 1 a 5 et 
8 a 11 en association avec des dlluants ou des 
exclplents pharmaceutlquement compatibles. 

13. Medicament ou vaccln comprenant une 
proteine ou un mlcroorganlsme selon I'une des 

30 revendicatlons 1 a 5 et 8 a 11. 

14. Precede de detection d'antlcorps 
speclfiques de la tuberculose dans lequel un flulde 
blologique, susceptible de contenlr lesdlts anticorps, 
est mis en contact avec une proteine selon l*une des 

35 revendicatlons 1 a 5. 

15. Procede selon la revendlcatlon 14, 
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caracterlse en ce que lesdites proteines sont: flxees 
sur un support, 

16. Trousse de detection pour la mlse en oeuvre 
du procede selon l*une des revendicatlons 14 et 15 

5 comprenant au moins une preparation de protelne selon 
I'une des revendicatlons 1 a 5 et des solutions 
tamponnees pour la mise en oeuvre du procede. 

17. Trousse selon la revendication 16 
caracterisee en ce qu'elle comprend un reactif mettant 

10 en evidence le complexe anticorps-proteine formS. 

18. Anticorps reagissant specif iquement avec 
une proteine selon I'une des revendicatlons 1 a 5. 
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FIGURE 1 
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FIGURE 2 
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FIGURE 3 
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FIG.7A 



FIG. 7B 



FIG.7C 



FIG. 7D 
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SEQ ID2 



' 10 ' 20 • 30 



• MHQVDPNLTRXKGRLAALAIAAMASASLVTVXVPAT 

mln4 3 1 XKNPQPQHKQAVIJ^SOXXHGRFVAMNOVDLDSTHRKGLWAILAIAVVASASAFTMPFRAA • 
10 20 30 40 50 60 

SEQ ID2 

mln431 ANADPAPL PPSTATAAPSPAQEIITPLPGAPVSSEAOPGDPNA--PSLDPN 

70 80 90 100 

cjp-n Tnn ^20 130 140 150 

^ILQ XD2 APPPPVIAPNAPQPVRIDNPVGGFSFALPAGWVESDAAHFDYGSALLSKTTGDPPFPGOP 

'"^"^^J,JP^P^^fN^---GRlTNAVGGFSFVLPAGWESEASHLDVGSVLLSlUiE6pPVLiii 
120 130 140 150 160 

Qvn rno ^''^ 190 200 210 

SEQ ID2 • PPyANDTRIVLGRLDOKLYASAEATDSKAAARLGSDMGEFYMPYPGTRINQETVSLDANG 
: I : Ml I II M 11 I I II III M : : I II : I I I I 11 I I II : m | I I II 77^ I m 
TVVATDTRIVLGRLDQKLYASAEADNIKAAVRLGSDMGEFYLPYPGTRINQETipLA^^^ 
■^'0 180 190 200 210 220 

220 230 240 250 260 270 

SEQ ID2 VSGSASYYEVKFSDPSKPNGOIWTGVIGSPAANAPDAGPPQRWFWWLGTANNPVDKGAA 
-'"1111111111:11 III I : I : I I I I I : : I I : M : 1 I I I I 1 I I II . M I II M 1-1- 
mln4 3 1 lAGSASYYEVKFSDPNKPIGQICTSWGSPAASTPDVGPSORWFVV^GTSNNPVDKG^ 
230 240 250 260 270 280 

280 290 300 310 320 

SEQ ID2 KALAESIRPLVAPPPAPAPAPAEPAPAPAPAGEVAPTPTTPTPQRTLPA^C ' 

niln43 1 KELAESIRSEMAPIPASVSAPAPVGkAIRHPLRCHCGPCFLDPPPAEOTTvnMn 

290 300 --310 320 3 30 ^^^^^^J^^SVYT 

FIGURE 17 



mln431 



BNSOOCID: <WO_9623885A1_l_> 



wo 96/23885 



PCT/FR96/001d6 



9/15 



1.50 n 




1000 100 10 1 



Dilution du eurnageant 

• - Surnageant de M. bovis BCG 

^- Surnageant de M. smegmatis non transform^ 

Surnageant de M. smegmatis transform^ par un clone recombinant 
capable d'exprimer des prot^ines recombinantes reconnues par 
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les anticorps. 
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FIGURE 11 
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FIGURE 14 
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